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Nesteroidní protizánětlivé látky (NSAIDs) představují v posledních letech neustále se 
vyvíjející a velmi často používanou skupinu léčiv, a to zejména v humánní medicíně. 
V souvislosti s tím vzrůstá i riziko jejich průniku do životního prostředí, především 
do vodního prostředí. 
Diplomová práce je zaměřena na výběr vhodné separační metody a optimalizaci 
analytického postupu pro identifikaci a stanovení nesteroidních protizánětlivých látek 
v odpadních a povrchových vodách. Z širokého spektra NSAIDs byly vybrány kyselina 
salicylová, ketoprofen, diklofenak a ibuprofen jako nejrozšířenější zástupci této skupiny léčiv 
aplikované v medicínské praxi. Pro jejich stanovení byla pomocí modelových vzorků 
vypracována a optimalizována metoda, která byla použita pro stanovení analytů obsažených 
v reálných vzorcích vod. Vzorky odpadní vody byly odebírány z velkokapacitní čistírny 
odpadních vod v Brně-Modřicích, vzorky povrchové vody byly odebírány z řeky Křetínky na 
Českomoravské vysočině. 
Pro úpravu a zakoncentrování reálných vzorků byla použita metoda extrakce pevnou fází 
(SPE), vlastní stanovení bylo provedeno vysokoúčinnou kapalinovou chromatografií 
s hmotnostní detekcí (LC-MS). 
 
ABSTRACT 
Nonsteroidal anti-inflammatory substances became a very frequently used and constantly 
evolved group of the drugs, particularly in a human medicine. The risk of their penetration 
into the environment, especially to the water environment, is rising during the recent years. 
The diploma thesis is focused on a selection of appropriate separation method and 
optimization of analytical procedure for the identification and determination of the 
non-steroidal anti-inflammatory drugs in sewage and surface waters. Salicylic acid, 
ketoprofen, diclofenac and ibuprofen were chosen from the wide range of NSAIDs as the 
most widespread agents of this drugs group in the medical practice. The method was 
optimized and elaborated using the model water samples. This method was used for 
determination of the analytes contained in the real water samples. Waste water samples were 
taken from the large-scale wastewater treatment plant in Brno-Modřice and surface water 
samples were taken from the Highlands river Křetínka.  
Solid phase extraction (SPE) was used for the real samples treatment and preconcentration, 
the determination was performed using the high performance liquid chromatography with 
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Rozvoj medicíny a farmakologie, v souvislosti s neustále se rozšiřujícím počtem nových 
onemocnění, má za následek produkci velkého množství různých léčiv. Snaha tyto nemoci 
rychle vyléčit, případně jim předejít, vede k masivnímu používání léčiv různého složení 
a účinků, a to jak v humánní, tak i veterinární medicíně.  
Mezi důležitou a velmi používanou skupinu léčiv moderní medicíny patří antibiotika 
a analgetika. Jejich spotřeba každoročně stále více roste. Antibiotika včetně tetracyklinů 
a sulfonamidů jsou široce využívána nejen k  léčbě a prevenci infekcí u lidí, ale také ve 
veterinární medicíně. Jde např. o léčiva podporující růst hospodářských zvířat, léčiva pro 
ryby, pro drůbež a mnoho dalších živých organismů. Analgetika se používají pro zmírnění 
bolestí nebo snížení horečky i pro preventivní účely. Jejich hojné užívání je způsobeno také 
tím, že mnoho těchto léků není na lékařský předpis.  
Vzhledem k tomu, že tyto látky nebývají vždy kompletně eliminovány v  lidském ani 
zvířecím těle, dostávají se do životního prostředí, kde může docházet k nepříznivému 
ovlivnění přírodních ekosystémů. Nejvíce je těchto látek obsaženo v odpadních vodách. Jako 
kontaminanty je můžeme detekovat i v povrchových vodách. Protože se jedná o biologicky 
aktivní látky, lze se domnívat, že mohou pravděpodobně ovlivňovat biologický stupeň čištění 
v čistírnách odpadních vod. Tyto látky bývají během čistících procesů těžce odbouratelné 
a dostávají se tak do povrchových vod, kde se mohou kumulovat  a následně se mohou 
projevit toxickými efekty na vodních organismech. Proto se musí těmto látkám, zařazeným do 
skupiny prioritních organických polutantů, věnovat při hodnocení úrovně kontaminace 
vodních ekosystémů zvýšená pozornost.  
Izolaci těchto analytů z vodního prostředí lze provádět několika způsoby; pro vlastní 
vzorkování odpadních i povrchových vod lze doporučit i pasivní vzorkovače typu POCIS. 
Tyto biologicky účinné látky se ve vodě vyskytují v poměrně nízkých koncentracích, s čímž 
je nutno počítat při preanalytické úpravě vzorku vody. Na základě toho jsou, a to v souladu 
s jejich nízkými koncentracemi ve vodě, zaváděny pro jejich identifikaci a kvantifikaci 
moderní analytické metody založené převážně na separačních metodách ve spojení s různými 
typy detektorů, například s detektorem DAD, FLD a MS. Pro tyto účely bylo v literatuře 
publikováno a následně použito mnoho různých analytických postupů, vesměs založených na 
použití kapalinové a plynové chromatografie, a to nejčastěji ve spojení s hmotnostní detekcí 
(HPLC-MS, HRGC-MS).  
Hlavním cílem této diplomové práce je ověření a použití vhodného analytického postupu 
pro identifikaci a stanovení vybraných analgetik ve vodě. Tento postup bude založen na 
použití vhodné metody pro izolaci analytů z matric a na optimalizaci celého analytického 
postupu, včetně identifikace a kvantifikace vybraných analgetik. Pro vlastní měření bude 
použita metoda vysokoúčinné kapalinové chromatografie s  hmotnostní detekcí, která je 
v literatuře prezentována jako optimální analytický postup pro stanovení léčiv ve vodách. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Léčiva 
Jako léčivo (= farmakum) může být definována jakákoliv látka, která svými fyzikálními 
nebo chemickými účinky vyvolává příznivé změny biologických funkcí organismu. Ve 
většině případů  jsou účinky vyvolány interakcí se specifickými molekulami organismu 
(receptory), které mají v biologických systémech regulační úlohu [1]. 
Podrobnou definicí pojmu léčiva se zabývá i Zákon o léčivech č. 79/1997 Sb., ve znění 
zákona č. 269/2003 Sb. a pozdějších předpisů, kde se léčivy rozumějí léčivé látky nebo jejich 
směsi anebo léčivé přípravky, které jsou určeny k podání lidem nebo zvířatům. Zahrnuje: 
a) léčivé látky – látky přírodního nebo syntetického původu s farmakologickým 
případně imunologickým účinkem nebo ovlivňující metabolismus, které slouží 
k prevenci, léčení a mírnění chorob 
b) léčivé přípravky – látky získané technologickým zpracováním léčivých látek 
a pomocných látek do určité lékové formy, vhodné k podávání lidem nebo zvířatům 
[2] . 
2.1.1 Historie používání léčiv 
Způsob získávání a aplikace léčiv se v minulosti vyvíjel. Na počátku byla léčiva 
připravována výhradně z  přírodních zdrojů, která byla připravována na základě zkušeností 
lidového léčitelství. Nyní jsou to zejména průmyslově vyráběná chemoterapeutika mající 
definované složení a účinek. Moderní chemoterapeutika jsou výsledkem racionálního výběru 
prováděného v rámci cíleného farmaceutického výzkumu a představují většinu léčiv, která se 
v sočasnosti používají. 
V historii léčiv lze rozlišit několik vývojových etap: 
V tzv. etapě přírodních léčiv, bylo metodou „pokus – omyl“, nashromážděno obrovské 
množství poznatků o účincích různých přírodních látek na lidský organismus. Nejednalo se 
přitom jen o účinky léčivé, ale bylo objeveno i psychotropní působení různých materiálů, 
např. omamné účinky opia nebo psychostimulační účinky listů koky. Tato etapa trvala 
v Evropě zhruba do 16. století [3]. 
Počátky používání chemických léčiv jsou spojeny s rozvojem alchymie v období 
renesance. Z alchymie vyšel i Paracelsus, který hlásal, že posláním alchymie není transmutace 
různých látek ve zlato, nýbrž hledání nových léků proti nemocem. Předpokládal, že látky 
chemického původu jsou jako léčiva rovnocenné těm přírodním. 
Pokrok v oblasti experimentální chemie na přelomu 18. a 19. století umožnil izolaci mnoha 
organických látek obsažených v přírodním materiálu (např. kyseliny benzoová, jablečná, 
vinná nebo močová).  
V průběhu 19. století nastal bouřlivý rozvoj chemie. Průmyslově se začal izolovat chinin 
z kůry chinovníku, objevila se první organická léčiva jako diethylether a chloroform. 
Vývoj léčiv významně ovlivnil i rozvoj biochemie ve 20. století. Biochemie umožnila 
vysvětlit podstatu transportu, distribuce a metabolismu léčiv v organismu a mechanismy 
jejich vylučování [3].  
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2.1.2 Distribuce léčiv v organismu 
Cílového orgánu dosahují léčiva zpravidla krevní cestou. Proto se musí nejdříve dostat  
do krve, a to většinou do venózní větve krevního oběhu. Existuje několik možných přívodních 
cest. Účinná látka se může podávat intravenózní cestou, přímo do krevního oběhu, zatímco při 
subkutánní (podkožní) nebo intramuskulární (nitrosvalové) aplikaci musí difundovat teprve 
z místa podání do krve. Mnohem více se dává přednost jednoduchému způsobu podání léčiva 
ústy – perorálně. Jedná se o nejbezpečnější, nejpohodlnější a nejekonomičtější metodu 
aplikace léčiva [1]. Takto podané léčivo se resorbuje sliznicí trávícího ústrojí přímo do krve. 
Nevýhodou  perorálního podání je to, že účinná látka musí cestou do krevního oběhu projít 
vždy přes játra, ve kterých léčiva podléhají rychlé chemické přeměně a inaktivaci. Probíhá-li 
tato přeměna rychle, vstoupí do celkového oběhu jen část resorbovaného léčiva v nezměněné 
podobě, protože zbylá část je vyřazena buď biotransformací nebo procesem zvaným „efekt 
prvního průchodu játry“. 
Po resorpci se léčivo rozdělí v krvi (1) a z ní se pak může dostat do tkání. Distribuce se 
buď omezí jenom na extracelulární prostor, tj. krevní plazmu a intersticiální prostor (2), nebo 
se odtud rozšíří dále také do intracelulárního prostoru (3). Některá léčiva se mohou vázat na 
tkáňové struktury velmi silně, takže jejich koncentrace v krvi následkem této pevné vazby 
podstatně klesá, přestože se látka neeliminuje (4). 
 
 
Obrázek 1: Možnosti distribuce léčiv v organismu [4] 
 
Cílem podávání léčiv je snaha ovlivnit životní pochody, aby se zmírnili anebo odstranili 
projevy nemoci. Účinek léčiv často závisí na jejich zásahu do buněčných funkcí. Buněčné 
funkce se regulují pomocí přenašečů, což jsou mediátory a transmitery uvolňované z nervů, 
které buňka rozpoznává pomocí receptorů. Buněčnou funkci lze ovlivnit i změnou aktivity 
transportních systémů. Léčiva mohou ovlivňovat přímo nitrobuněčný metabolismus. Na rozdíl 
od látek působících na struktury buněčné membrány zvnějšku, musí tyto látky prostoupit 
buněčnou membránou. Buněčnou membránu tvoří fosfolipidová dvojvrstva, ve které jsou 
zabudovány integrální membránové proteiny nebo transportní molekuly. Fosfolipidová 
membrána má hydrofobní jádro, které představuje pro difúzi nabitých částic téměř 
neproniknutelnou bariéru. Nepolární částice naopak prostupují membránou dobře, což má 
velký význam pro resorpci, distribuci a eliminaci léčiv. Hlavním předpokladem resorpce léčiv 
je jejich schopnost překonávat lipidovou dvojvrstvu. 
Prostoupit membránou mohou látky dvěma nejčastějšími způsoby: 
 Difuzí – lipofilní látky mohou přestupovat do membrány z mimobuněčného 
prostoru, v ní se nahromadit a opustit ji směrem do cytozolu. Směr a rychlost 
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tohoto  prostupu  závisí  na poměru koncentrací v kapalných prostředích 
a v membráně.  Čím  větší  je  gradient,  tím víc léčiva difunduje za jednotku 
času (Fickův zákon). 
 Transportem – některá léčiva mohou překonat bariéru membrány nezávisle na 
svých fyzikálně-chemických vlastnostech, zejména na lipofilitě, a to 
prostřednictvím transportních systémů. Základním předpokladem je to, aby 
látka měla afinitu k transportnímu systému a pomocí něho byla přenesena přes 
membránu [4, 5]. 
 
 
Obrázek 2: Možnost prostupu látek membránami [4] 
2.1.3 Eliminace léčiv z organismu 
Eliminace je souhrn procesů, které vedou k odstranění účinných látek ze systémové 
cirkulace. Na tomto pochodu se podílejí exkrece, která může probíhat v ledvinách, ale také ve 
střevě, plícemi i kůží, a dále biotransformace, která představuje metabolickou přeměnu 
podané látky [6]. 
2.1.3.1 Biotransformace léčiv 
Mnoho z terapeuticky využívaných látek se  může  v  organismu chemicky přeměňovat – 
biotransformovat [4]. Při biotransformaci léčiv se vytvoří hydrofilnější a polárnější 
metabolity, které se  z  organismu lépe vylučují než původní lipofilní látka [1]. Metabolity 
bývají často farmakodynamicky méně aktivní než mateřské léčivo a některé z nich mohou být 
dokonce až neúčinné. Může však rovněž docházet k tomu, že produkty biotransformace 
získají větší aktivitu nebo toxické vlastnosti, včetně účinků cytotoxických, mutagenních, 
teratogenních nebo karcinogenních [7]. 
Přes nesmírně velký počet léčiv se jejich biotransformační přeměna v těle děje na základě 
relativně malého počtu reakcí, které jsou klasifikovány do dvou biotransformačních fází.  
Při biotransformačních reakcích I. fáze, kam lze zařadit reakce oxidační, redukční 
a hydrolytické, se do chemické struktury léčiva zavádí další funkční skupina, případně může 
dojít ke změně stávající funkční skupiny léčiva. Výsledkem je obvykle ztráta farmakologické 
účinnosti původní látky. 
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Mezi biotransformační reakce II. fáze patří reakce konjugační nebo syntetické. Při nich 
dochází za účasti enzymů transferáz k vytvoření kovalentní vazby mezi funkční skupinou 
původního léčiva, případně jeho metabolitu, a mezi konjugačním činidlem. Konjugační 
činidla vznikají v  těle v procesu intermediárního metabolismu ze živin (např. kyselina 
glukuronová). 
Biotransformační reakce jsou katalyzovány enzymy. Hlavním místem přeměny léčiv jsou 
játra (avšak také jiné orgány, např. gastrointestinální trakt, kůže, plíce), která mají významnou 
metabolickou aktivitu [1, 5].  
2.1.3.2 Exkrece léčiv 
Definitivní bioeliminací léčiva je jeho vyloučení z organismu. Vylučovací děje jsou 
v podstatě transportem látek přes některou z biologických bariér. 
Farmaka se mohou vylučovat různými cestami. Rychlost exkrece je značně variabilní, 
rozhodují o ní především fyzikálně chemické vlastnosti látek a mechanismus transportu přes 
biomembrány [8]. Hlavními exkrečními orgány jsou ledviny, játra (žluč), plíce, kůže a mléčná 
žláza [6]. 
V moči a stolici se obvykle objeví největší množství původně podané látky, případně jejich 
metabolitů. Látky dobře rozpustné v tucích se relativně špatně vylučují ledvinami. Do stolice 
se resorbované látky dostanou buď vylučováním žlučí nebo také vylučováním přes střevní 
sliznici. Vylučování potem, slinami nebo mlékem nemá z kvantitativního hlediska poklesu 
množství látky v organismu velký význam [9]. 
 
 
Obrázek 3: Eliminace léčiv z organismu [9] 
2.1.4 Cyklus léčiv v životním prostředí 
Spotřeba léčiv v posledních letech nebývale stoupá. V České republice je registrováno přes 
55 tisíc různých léčivých přípravků používaných v humánní medicíně k  léčebným úkonům. 
Jedná se zejména o analgetika, protizánětlivá a protirevmatická léčiva, antikoncepci, 
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antibiotika, cytostatika, antiepileptika a mnoho dalších. Jen v roce 2009 bylo v České 
republice dodáno do lékáren a  zdravotnických zařízení 311 milionů balení léčivých 
přípravků, z toho nejvíce analgetik (30 miliónů balení) a protizánětlivých léčiv (19 mil. 
balení). Velké množství léčiv se používá také ve veterinární medicíně, zejména pak 
antibiotika a protizánětlivé léky. Proto se na léčiva začalo pohlížet jako na „nové 
environmentální polutanty“, což jsou v podstatě antropogenní kontaminanty, které jsou do 
životního prostředí uvolňovány řádově desítky let, nicméně zájem o jejich osud v prostředí se 
projevil až v posledních letech [10, 11]. 
Na základě odolnosti vůči prostředí lze léčiva rozdělit do tří skupin, a to na látky lehce 
odbouratelné (např. kyselina acetylsalicylová), látky stálé a hydrofilní a látky stálé a lipofilní. 
Jako nejvíce nebezpečné se z pohledu ochrany životního prostředí jeví látky zařazené do 
poslední skupiny, které se mohou začlenit do potravních řetězců [10]. 
Primárním zdrojem léčiv a jejich metabolitů v prostředí je používání v humánní 
a veterinární medicíně. Aktivní látky jsou po aplikaci léčiva vylučovány z  těla buď 
v nezměněné podobě, nebo ve formě metabolitů prostřednictvím výkalů a moči a vstupují do 
životního prostředí různými cestami. Nejčastějšími cestami jsou splašky odcházející na 
čistírny odpadních vod, kde část splašků, kromě látek vyloučených organismem, tvoří 
i nepoužitá léčiva nebo léky s  prošlou expirační dobou. Významné obsahy léčiv mohou 
obsahovat i odpadní vody odcházející z  nemocnic, skládky odpadů a v  neposlední řadě 
výroba farmaceutických přípravků. Ne všechna léčiva se však odbourají na čistírnách 
odpadních vod; v důsledku toho mohou být příčinou znečištění řek, jezer a někdy také 
i podzemních a pitných vod.  
Další možnou cestou léčiv do životního prostředí je používání stabilizovaných 
čistírenských kalů jako druhotných hnojiv na zemědělských plochách, čímž může dojít 
ke kontaminaci půdy.  
Veterinární léčiva mohou do prostředí vstupovat ve formě hnoje a močůvky přímo, nebo 
jejich aplikací na polích. Přímo do vodních ekosystémů se dostávají na rybích farmách. 





Obrázek 4: Schéma distribuce léčiv do životního prostředí [10] 
2.2 Analgetika 
Bolest je komplexní subjektivní fenomén, který lze považovat za jeden z podstatných 
znaků lidského života. Z tohoto důvodu léčba bolesti patřila a stále ještě patří mezi stěžejní 
léčebné úkony. Svědčí o tom i archeologické nálezy; trepanované lebky prehistorických lidí 
jsou dokladem dávných pokusů směřujících ke zmírnění úporné bolesti. Bolest lze definovat 
jako nepříjemnou senzorickou a emociální zkušenost, spojenou s akutním nebo potenciálním 
poškozením tkání, která je popisována projevy takového poškození. Bolest je nejčastější 
příčinou, která přivádí pacienta k  lékaři. Z obecně biologického hlediska má bolest 
nezastupitelnou roli, neboť varuje organismus před poškozením a signalizuje onemocnění [6].  
Podle délky trvání lze bolest rozdělit: 
- Akutní – trvá krátce, často signalizuje okamžité poškození tkáně 
- Chronická – trvá 3 až 6 měsíců, případně i déle 
Podle lokalizace se bolest rozlišuje na dva typy: 
- Somatická – vychází z pohybového aparátu, kůže a z povrchu hlavy 
- Viscerální – vychází z vnitřních orgánů a cév [5, 13]. 
Analgetika jsou látky, které snižují nebo potlačují pocit bolesti, aniž by však výrazně 
ovlivňovala  smyslové  vnímání  a  vědomí. Mnohá analgetika vykazují rovněž  protizánětlivý 
a antipyretický účinek. Přestože analgetika neléčí příčinu onemocnění, jejich podávání může 
významně napomáhat vlastnímu léčebnému procesu tím, že snižují zátěž a stres organismu 
způsobený bolestí, zánětem a zvýšenou teplotou [3, 5]. 
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2.2.1 Historie léčby bolesti 
Historie léčby bolesti je snad stejně stará jako lidstvo samo. Z některých nálezů a kreseb 
pocházejících z doby kamenné se usuzuje, že člověk již v této době používal rybích kostí ke 
stimulaci některých míst na těle, čímž dokázal tlumit bolest. Techniku tlumení bolesti pomocí 
stimulace akupunkturních bodů dovedli k dokonalosti staří Číňané. Elektroléčbu používali 
ke zmírnění bolesti staří Řekové. Všimli si, že pacientům s bolestivým revmatickým 
postižením kloubů pomáhají například opakované elektrické výboje úhoře (Scriborinus 
longum). Základem léčby bolesti byla již v dávné době před naším letopočtem 
„farmakoterapie", která byla založená na aplikaci fytofarmak. Prvními léky používanými proti 
bolesti byly rostlinné výtažky a alkoholické nápoje; vůbec prvním popsaným lékem byla 
maková šťáva, kterou rozšířili nomádští obchodníci ze Sýrie. Znalosti o účinku opia měli 
i staří Řekové, kteří dokázali rozlišovat šťávu vytlačovanou z nezralých makovic, zvanou 
meconium, a mléčnou šťávu získávanou naříznutím nezralých makovic, pojmenovanou opos 
(odtud název opium). Osobní lékař císaře Nerona vymyslel lék theriak, který se používal proti 
nespavosti i při léčbě silné bolesti,  jehož základní složkou bylo právě opium.  
V období renesance se dostalo do Evropy opium. Na rozvoji jeho používání se významně 
podílel švýcarský lékař pracující v oblasti farmakologie Paracelsus, vynálezce opiové 
tinktury. V 18. a 19. století bylo opium dodáváno lékárníkům a lékařům jako sedativum  
a jako lék proti bolesti. Už od 16. století však začalo být opium stále častěji zneužíváno jako 
droga. K významnému objevu došlo v roce 1805, kdy německý lékárník Serturner izoloval 
z opia bílý prášek, který podle boha spánku Morphea nazval morphin [5, 17]. 
2.2.2 Rozdělení analgetik 
Analgetika se podle míry a mechanismu účinku dělí na: 
- narkotická 
- antipyretická [3, 5]. 
2.2.3 Mechanismus účinku 
Mechanismus účinku analgetik spočívá v jejich zásahu do tzv. dráhy bolesti. Dráha bolesti 
je tříneuronová. Proces vzniku a vnímání bolesti je složitý děj začínající podrážděním 
receptorů bolesti, nazývaných nociceptory, umístěných téměř ve všech tkáních.  
Periferní nociceptory jsou volná nervová zakončení neuronů, která informují nejen 
o povrchové bolesti, ale i o bolesti viscerální a hluboké. Jejich podrážděním, které může být 
mechanické, termické nebo chemické, dochází k uvolňování mediátorů bolesti, což jsou např. 
prostaglandiny, které při poškození tkání zvyšují citlivost těchto receptorů. Z nociceptorů se 
bolestivý signál šíří do zadních rohů míšních. Většina bolestivých impulsů je vedena 
z periferie do míchy pomalými nemyelinizovanými C-vlákny, která vedou tupou a pálivou 
bolest. Ostrá, bodavá, dobře lokalizovatelná bolest se šíří rychleji, a to málo myelinizovanými 
Aδ-vlákny. 
Druhým neuronem dráhy bolesti jsou spinothalamické dráhy, které vedou signál z míchy 
do thalamu. 
Třetím neuronem dráhy bolesti jsou thalamokortikální dráhy, vedoucí signály 
z thalamických jader do mozkové kůry. Jejich úlohou je zpracování přicházejících informací, 
lokalizace bolesti, určení jejího původu, zdroje a možností odpovědět na bolest [1, 5]. 
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Zatímco nenarkotická slabá analgetika-antipyretika účinkují zásahem do tvorby 
prostaglandinů, mechanismus účinku narkotických analgetik je dán přímým působením 
na nociceptory [5, 15]. 
2.3 Nesteroidní protizánětlivé látky 
V současnosti jsou nesteroidní protizánětlivé látky nejčastěji užívanými léčivy. NSAIDs 
působí analgeticky a antipyreticky, avšak jejich základní vlastností je protizánětlivé působení. 
Jsou proto velmi vhodné nejen k tlumení bolestí u horečnatých a zánětlivých onemocnění, ale 
také u bolestí nezánětlivého původu nižší a střední intenzity. 
Cílem protizánětlivé léčby je potlačení nepřiměřené a neúčelné reakce organismu na 
zánětlivý podnět a zabránit rozvoji zánětlivých změn bez ovlivnění nebo jen s minimálním 
ovlivněním fyziologických funkcí.  
Významnou podskupinou nesteroidních protizánětlivých látek jsou analgetika-antipyretika, 
u kterých vystupují do popředí antipyretické vlastnosti, kdežto u NSAIDs jsou to především 
vlastnosti antiflogistické [1, 6]. 
2.3.1 Historie NSAIDs 
Již ve druhé polovině 18. století byla známá schopnost vrbové kůry (Cortex Salicin) 
snižovat horečku, avšak až z ní izolovaný antipyreticky účinný glykosid salicin dal počátkem 
19. století reálný směr dalšímu výzkumu v této oblasti, který přes kyselinu salicylovou 
vyvrcholil na konci tohoto století přípravou kyseliny acetylsalicylové, která patří mezi jednu 
z nejčastěji užívaných účinných látek. 
Druhý směr vývoje skupiny analgetik-antipyretik vznikl na základě poznání 
antipyretických vlastnosti kůry chinovníku (Cortex Chinae),  ze které byl počátkem 19. století 
izolovaný chinin, který se jako antipyretikum udržel v terapii dodnes [5, 18].  
 
                   
Obrázek 5: Cortex Salicin [19]                      Obrázek 6: Cortex Chinae [20]                          
          
Hlavní éra rozvoje NSAID nastala ve druhé polovině minulého století. V roce 1969 byl 
vyroben ibuprofen, který měl podstatně lepší snášenlivost než  např. indometacin, vyrobený 
dříve. V současnosti je ibuprofen v řadě zemí nejčastěji předepisovaným antirevmatikem. 
V 70. a 80. letech byl do praxe uveden diklofenak a ketoprofen, patřící dnes mezi velmi 
oblíbená antirevmatika. Devadesátá léta přinesla zcela novou generaci NSAID, tzv. selektivní 
inhibitory cyklooxygenázy II (např. rofecoxib, celecoxib), vyznačující se prakticky absencí 
gastrointestinálních nežádoucích účinků [5, 21]. 
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2.3.2 Rozdělení nesteroidních protizánětlivých látek 
Klasifikovat nesteroidní protizánětlivé látky lze podle různých kritérií, z nichž každé má 
své přednosti i nedostatky.  
Nejčastějším je rozdělení podle chemické struktury, které poskytuje informace 
o základních vlastnostech dané skupiny [1, 5]. Jsou to: 
- deriváty kyseliny salicylové 
- deriváty kyseliny octové 
- deriváty kyseliny propionové 
- deriváty kyseliny anthranilové 
- deriváty anilinu 
- deriváty pyrazolonu 
- oxikamy (arylsulfonamidy) 
- koxiby [3]. 
Z terapeutického pohledu je důležitá délka působení jednotlivých látek a rychlost nástupu 
ustálené hladiny léčiva po jeho opakovaném podání. Nejlépe o tom informuje rozdělení podle 
délky biologického poločasu eliminace. 
Po objevení existence dvou izoenzymů cyklooxygenasy se velký důraz kladl především na 
schopnost látek selektivně ovlivnit izoenzym COX-2 [1, 5]. Forma COX-1 je přítomna i ve 
zdravém těle a tvoří prostaglandiny, které chrání žaludek a ledviny, zatímco forma COX-2 
vzniká v buňkách jen při zánětu, produkuje prostaglandiny, které zvyšují citlivost nervových 
zakončení a zesilují bolest spojenou se zánětem [5, 22].  Podle poměru inhibice obou 
izoforem cyklooxygenasy se nesteroidní protizánětlivé látky rozdělují na: 
- Nespecifické (neselektivní) inhibitory: ovlivňují obě izoformy cyklooxygenasy. 
Patří sem většina zástupců NSAID. 
- Preferenční inhibitory COX-2: např. meloxicam, nabumeton, nimesulid, které 
inhibují COX-2 až 100krát více než COX-1. 
Selektivní inhibitory COX-2: koxiby (např. rofecoxib, celecoxib), které ani v maximálních 
terapeutických dávkách neinhibují COX-1 [1, 5]. 
2.3.3 Mechanismus účinku NSAIDs 
Mechanismus účinku nesteroidních protizánětlivých látek je zřejmě multifaktoriální; za 
primární se považuje jejich schopnost inhibovat cyklooxygenasu, což je klíčový enzym 
limitující rychlost syntézy prostanoidů [1]. Podstatou účinku analgetik-antipyretik je inhibice 
enzymu cyklooxygenasy (COX), která zahajuje biosyntézu prostaglandinů z kyseliny 
arachidonové [3]. Prostaglandiny, což jsou farmakologicky aktivní látky, regulují řadu 
fyziologických funkcí organismu a prakticky se vyskytují ve všech orgánech a ve zvýšené 
míře také ve tkáních, ve kterých probíhá zánětlivý proces. Prostaglandiny jsou deriváty 
kyseliny prostanové a v organismu vznikají z  kyseliny arachidonové, tj. 5,8,11,14 – 
eikosatetreanové, která je aktivací fosfolipázy A2, která je uvolňována z  fosfolipidů 
buněčných membrán. V případě prostaglandinů se kyselina arachidonová mění vlivem 
působení cyklooxygenasy na cyklický endoperoxid PGG2, který je pak redukován na PGH2. 
Aktivita cyklooxygenasy je určena koncentrací kyslíkových a peroxidových radikálů, které 
jsou ve zvýšené míře uvolňovány v zánětlivých tkáních [5, 18]. 
V organismu existuje několik izoforem  cyklooxygenasy: 
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- Konstituční izoforma cyklooxygenasy COX-1 je vytvářena ve většině buněk 
a odpovídá za vznik prostaglandinů zajišťujících fyziologické a homeostatické funkce 
organismu.  
- Indukovatelná forma cyklooxygenasy COX-2 je syntetizována působením 
protizánětlivých faktorů v místě zánětu. Je zodpovědná za tvorbu prostaglandinů, které 
mají lokální zánětlivý účinek, podílí se na vzniku horečky a bolesti.  
- V srdci a centrálním nervovém systému byl identifikován třetí izoenzym 
cyklooxygenasy COX-3 (je odvozený od genu COX-1). Enzym je selektivně inhibován 
neopioidními analgetiky i některými nesteroidními protizánětlivými látkami (např. 
ibuprofen nebo diklofenak). Je možné předpokládat, že inhibice COX-3 představuje 
centrální mechanismus analgetického a antipyretického účinku těchto látek. 
Protizánětlivé a analgetické účinky nesteroidních protizánětlivých látek jsou však 
převážně zprostředkované inhibicí COX-2 a následným potlačením tvorby 
prostaglandinů v periferních tkáních [1, 5]. 
2.3.4 Farmakokinetika nesteroidních protizánětlivých látek 
K systémovému použití je možné tyto léky podávat perorálně, rektálně a parenterálně. 
Existuje i řada přípravků pro lokální léčbu, kdy látky dosahují terapeutické hladiny pouze 
v místě podání. Po perorálním podání, které je nejčastější formou aplikace, se většina látek 
dobře vstřebává z  trávícího ústrojí. Potrava může zpomalit rychlost absorpce, avšak obvykle 
neovlivní její rozsah. U řady látek dochází k enterohepatálnímu oběhu, který přispívá ke 
zvýšení celkového množství účinné látky v organismu.  
Vazba na bílkoviny krevní plazmy je vysoká, v mnoha případech dosahuje až 99 % (např. 
ibuprofen, diklofenak, ketoprofen a další). 
Průnik do tkání a tělesných tekutin je vesměs dobrý. Po opakovaném podání pronikají 
nesteroidní protizánětlivé látky do synoviální tekutiny a v ní dosahují asi 60 % plazmatických 
koncentrací. Vzestup hladin v  synoviální tekutině je pomalý, avšak zpožděná bývá 
i eliminace. 
Téměř všechny nesteroidní protizánětlivé látky dobře prostupují hematoencefalickou 
bariérou a většinou i placentární bariérou; v důsledku toho lze očekávat nežádoucí účinky na 
plod. 
K  intenzivní biotransformaci (hydroxylaci, oxidaci, glukoronidaci) dochází v játrech, kde 
převážně vznikají neaktivní metabolity. Na účinný metabolit jsou pak v  játrech 
metabolizovány pro látky, kterými jsou parecoxib, sulindac a nabumeton. Jen malé procento 
z mateřských látek se vylučuje močí nebo stolicí v nezměněné formě.  
Většina látek má krátký poločas eliminace a musí se podávat 3 – 4krát denně [1, 5]. 
2.3.5 Kyselina salicylová 
Salicylová kyselina a její deriváty jsou účinná antipyretika s mírnými analgetickými 
a protizánětlivými účinky. Ve formě glykosidu salicinu je obsažena ve vrbové kůře. Poprvé 
byla syntetizována v  roce 1874 Kolbem a Schmittem. V dnešní době se používá jen 
v omezené míře, a to většinou ve formě solí (natrium-salicylát). Nejrozšířenějším a nejčastěji 




Obrázek 7: Strukturní vzorec kyseliny salicylové 
2.3.5.1 Příprava 
Kyselina salicylová se vyrábí Kolbeho-Schmittovou syntézou z  běžně dostupného fenolátu 
sodného. Reakcí fenolátu sodného s oxidem uhličitým za vysokého tlaku a za přítomnosti 
nadbytku hydroxidu sodného se připraví disodná sůl kyseliny salicylové, z níž se volná 









Obrázek 8: Schéma syntézy kyseliny salicylové [3] 
2.3.5.2 Fyzikálně-chemické vlastnosti 
Kyselina salicylová je bílý krystalický prášek, který tvoří bílé nebo bezbarvé jehlicovité 
krystaly. Je těžce rozpustná ve vodě, snadno se rozpouští v ethanolu a etheru a jen mírně je 
rozpustná v dichlormethanu [23]. 
2.3.5.3 Metabolismus kyseliny salicylové 
Účinky kyseliny acetylsalicylové (ASA) jsou dány jak působením nezměněné látky, tak 
i jejím aktivním metabolitem, kterým je kyselina salicylová.  Salicyláty se dobře vstřebávají 
žaludeční stěnou, avšak nejvyšší podíl se resorbuje v tenkém střevě. V játrech se rychle 
metabolizují a konjugují. 
Eliminace salicylátů probíhá hlavně v ledvinách formou kyseliny salicylové a jejích 
konjugátů. Poločas eliminace je v rozmezí 2 – 5 hodin. Hlavními nežádoucími účinky jsou 
gastrointestinální potíže [1, 6].  
2.3.6 Diklofenak 
Diklofenak je derivát kyseliny octové. Je silným, avšak neselektivním inhibitorem 
cyklooxygenázy. Chemicky se jedná o kyselinu 2-(2,6-dichloranilino) fenyloctovou, která 




Obrázek 9: Strukturní vzorec diklofenaku 
2.3.6.1 Příprava 
Výchozí látkou při syntéze diklofenaku je N-(2,6-dichlorfenyl)fenylamin. Jeho N-acylace 
chloracetylchloridem, následovaná intramolekulární Friedel-Craftsovou alkylací poskytne 


















Obrázek 10: Schéma syntézy diklofenaku [3] 
2.3.6.2 Fyzikálně-chemické vlastnosti 
Diklofenak je bílý nebo slabě nažloutlý, krystalický a slabě hygroskopický prášek. 
Většinou je používán ve formě sodné soli. Je mírně rozpustný ve vodě, snadno rozpustný 
v methanolu, dobře rozpustný v 96% alkoholu a těžko rozpustný v acetonu [18, 24]. 
2.3.6.3 Metabolismus diklofenaku 
Po perorálním podání se diklofenak rychle absorbuje. Jeho biologický poločas je 1 – 2 
hodiny. Je prakticky zcela vázán na bílkoviny krve. Pouze v nepatrném množství může být 
z organismu vylučován v nezměněné formě, případně ve formě glukuronidů. Metabolizován 
je převážně oxidativní hydroxylací na aromatickém jádru kyseliny fenyloctové za vzniku 
hydroxydiclofenacu, který je převážně vylučován močí a jen v menší míře žlučí do stolice. 
Mezi jeho nežádoucí účinky se řadí poruchy GIT, bolesti hlavy, kožní reakce a žaludeční 
vředy [18]. 
2.3.7 Ketoprofen 
Ketoprofen je derivát kyseliny propionové, který inhibuje jak cyklooxygenázu 
(neselektivně), tak i lipoxygenázu. Chemicky se jedná o kyselinu 2-(3-benzoylfenyl) 
propionovou, která byla poprvé syntetizována koncem 60. let. Ketoprofen je racemická látka, 
má pravotočivý optický enantiomer, nazývaný dexketoprofen [7, 18]. 
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Obrázek 11: Strukturní vzorec ketoprofenu 
2.3.7.1 Příprava 
Ketoprofen se připravuje z  kyseliny benzoové v  sedmi krocích. Prvním krokem je 
sulfochlorace, kterou se kyselina benzoová převede na benzoylchlorid. Poté následuje 
Friedel-Craftsova acylace; získaný benzofenon se převede na ethylbenzofenon, který se za 
vysoké teploty radikálově převede na brommethylderivát a ten reaguje s kovovým hořčíkem 
v bezvodém etheru. Produktem je pak Grignardovo činidlo, které se ve dvou krocích převede 
































Obrázek 12: Schéma syntézy ketoprofenu [25] 
2.3.7.2 Fyzikálně-chemické vlastnosti 
Ketoprofen je bílý krystalický prášek s teplotou tání okolo 94 °C. Dobře se rozpouští 
v ethanolu a chloroformu a také v silných zásadách. Ve vodě je prakticky nerozpustný [18, 
24]. 
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2.3.7.3 Metabolismus ketoprofenu 
Ketoprofen se po perorálním podání v gastrointestinálním traktu rychle vstřebává, a to  
s 90% biodostupností. Plazmatická koncentrace dosahuje maxima za 2 hodiny. Úplně se 
metabolizuje v játrech, a to prostřednictvím oxidace na hydroxyderiváty, které jsou 
eliminovány močí ve formě glukuronidů [7, 18]. 
2.3.8 Ibuprofen 
Ibuprofen je jednoduchý derivát kyseliny fenylpropionové. Chemicky se jedná o kyselinu 
2-(4-izobutylfenyl)propionovou. Poprvé byl syntetizován v první polovině 60. let 20. století. 
Ibuprofen je racemická látka, má pravotočivý optický enantiomer, nazývaný dexibuprofen [7]. 
 
 
Obrázek 13: Strukturní vzorec ibuprofenu 
2.3.8.1 Příprava 
Výchozí látkou v  syntéze ibuprofenu je isobutylbenzen. Po jednoduché acetylaci následuje 
hydrogenace za přítomnosti Raney niklu jako katalyzátoru. Získaný alkohol je karbonylací, za 

























Obrázek 14: Schéma syntézy ibuprofenu [26] 
2.3.8.2 Fyzikálně-chemické vlastnosti 
Ibuprofen je bílý krystalický prášek, avšak může být i ve formě bezbarvých krystalů,  
s teplotou tání 75 – 77 °C. Je prakticky nerozpustný ve vodě, ale snadno se rozpouští 
v acetonu, methanolu a v  dichlormethanu. Dobře se rozpouští i ve zředěných roztocích 
alkalických hydroxidů a uhličitanů [18]. 
2.3.8.3 Metabolismus ibuprofenu 
Ibuprofen je perorálně rychle vstřebáván.  Z více než 99 % se váže na proteiny; je však 
rychle vyloučen a má terminální poločas 1-2 hodiny. Ibuprofen je intenzivně metabolizován 
v játrech, avšak  jen malé množství původní látky je vyloučeno v nezměněné formě. Část 
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(R)(-) izomeru je ireverzibilně přeměněna na (S)(+) formu. V nižších dávkách má ibuprofen 
pouze účinek analgetický [7, 9].  
2.4 Analytická chemie reziduí léčiv ve vodných matricích 
Přítomnost reziduí léčiv v životním prostředí se stala v posledním desetiletí předmětem 
rostoucího zájmu odborné veřejnosti. Mnoho studií dokazuje jejich výskyt ve vodním 
prostředí ve znatelných koncentracích [27, 28]. 
Stanovení léčiv ve vodných vzorcích komplikuje obzvláště složitá matrice, zejména  
vzorky odpadních vod. Velmi nízké koncentrace samotných reziduí léčiv, většinou v řádu 
µg.l-1 a  nižších, kladou velké nároky na úpravu vzorků, metodiku jejich stanovení a na 
přístrojové vybavení. Pro jejich izolaci z  vodné matrice se používají moderní analytické 
metody, založené převážně na extrakci. Nejpoužívanější je extrakce na tuhou fázi (SPE – 
Solid Phase Extraction) a jako analytická koncovka moderní separační techniky, kterými jsou 
kapalinová a plynová chromatografie s hmotnostní detekcí a rovněž i  elektromigrační 
separační metody [10].  
Obecně aplikovaný postup stanovení léčiv ve vodných vzorcích dokumentuje schéma 
prezentované na obrázku 15. 
 
 
Obrázek 15: Všeobecné schéma analýzy vodných vzorků [10] 
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2.4.1 Analýza vodných vzorků 
2.4.1.1 Vzorkování, skladování a úprava vzorků 
Správný způsob odběru reprezentativního vzorku je základním předpokladem pro úspěšné 
provedení potřebných analýz, kterým má být daný materiál podroben, a v neposlední řadě 
k získání přesných a správných výsledků. 
Vzorek musí být kvalitní, což znamená, že musí být reprezentativní, dostatečně velký pro 
potřeby analýzy a zároveň stabilní. Jeho vlastnosti musí být zachovány nejen během doby  
skladování, tak i během další manipulace se vzorkem (např. transportem); vlastnosti by měly 
být zcela totožné jako v okamžiku vlastního odběru materiálu.  
Špatně provedený odběr vzorku může být příčinou zkreslení nebo úplného znehodnocení 
konečného výsledku analýzy [29]. 
2.4.1.1.1 Vzorkování povrchových vod 
Vzorkování povrchových vod je nedílnou součástí sledování kvality povrchových vod jako 
velmi důležité složky životního prostředí. Požadavky na vzorkování se liší podle charakteru 
povrchové vody. Ty se dají rozdělit na tekoucí vody, tj. vodní toky a stojaté vody tvořené 
vodními nádržemi. 
Základním požadavkem pro vodní toky je, aby místo odběru reprezentovalo celý průtočný 
profil. Pro odběr jsou proto vhodná místa s turbulentním prouděním. Vzorek se odebírá 
v místě, kde protéká nejvíce vody a zpravidla se odebírá jako hladinový. Pro odběr i uchování 
vzorku povrchových vod se většinou používají skleněné nebo plastové vzorkovnice [30]. 
2.4.1.1.2 Vzorkování odpadních vod 
Vzorkování odpadních vod je nejfrekventovanější činností v oblasti vzorkování vod. 
Typická místa odběrů vzorků odpadní vody jsou přítok a odtok z čistírny odpadních vod. 
Mnoho provozovatelů větších čistíren zároveň odebírá vzorek i v průběhu procesu čištění.  
Odpadní voda na přítoku na ČOV je značně nehomogenní médium. Zejména je důležité 
brát v úvahu to, že pokud je více přítoků různé kvality, je na místě opatrnost při výběru 
vhodného místa pro odběr vzorku. To platí, ať už se odebírají vzorky ručně nebo pomocí 
automatického vzorkovače. V současnosti využívá většina provozů automatické vzorkovače. 
Jejich výhoda je zejména v opakovatelnosti a také v možnosti odebírat vzorek nepřetržitě 
a v přesně daných intervalech. 
 Pro vzorkování uvnitř procesu čištění odpadní vody je často využíván směsný vzorek. 
Rozborem se však získají pouze údaje o průměrných hodnotách parametrů v daném dni. Pro 
potřeby řízení procesu čištění je lepší odebírat vzorky dělené, na kterých je dobře vidět vývoj 
jednotlivých hodnot v různých denních i nočních hodinách. 
Na odtoku z čistírny je voda čistá, a proto se může z pohledu kvality vody jevit vzorkování 
na odtoku jako nejméně problematické. Odtok z ČOV však může rovněž představovat 
problém. Platí to v  případě především menších ČOV, ze které odtéká pouze malé množství 
vody, případně je užíváno diskontinuální vypouštění. 
Pro odběr vzorků se většinou používají skleněné a plastové vzorkovnice.  U skleněných 
vzorkovnic je zapotřebí dbát na kvalitu skla. Ne všechny skleněné nádoby lze použít pro 
laboratorní účely. Každá vzorkovnice by měla být označena štítkem, aby nemohlo dojít 
k záměně. Vzorky musí být udržovány při teplotě 4°C nejen při odběru, ale také při transportu 
do laboratoře [31]. 
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2.4.1.1.3 Úprava vzorků 
Protože vzorky povrchových, ale hlavně odpadních vod obsahují drobné částice 
a nečistoty, hlavním krokem úpravy vzorku je filtrace, která se provádí z důvodu odstranění 
hrubých a suspendovaných částic.  
Vzorky odpadních vod jsou filtrovány za pomoci vakua přes skleněné filtry o velikosti 
pórů 0,7 µm, případně mohou být filtrovány za pomoci vakua přes skleněný filtr s póry 1µm, 
s  následným použitím nylonového membránového filtru (0,45 µm). K  filtraci vzorků 
povrchových vod postačí filtry s velikostí pórů 0,45 µm [32, 33]. 
Pokud je vzorek skladován, musí být uložen v chladu a temnu při teplotě 4 °C. Nejsou-li 
vzorky konzervovány, měla by analýza proběhnout nejpozději do 12 až 24 hodin po 
vzorkování. Pokud není možné analýzu v takto krátkém časovém intervalu provést, mohou 
být vzorky konzervovány přídavkem 1% roztoku formaldehydu a skladovány v temnu a při 
maximální teplotě 4 °C, a to až do provedení analýzy [34]. 
2.4.1.2 Extrakce reziduí léčiv z vodných matric 
V reálných vzorcích vody se koncentrace reziduí léčiv pohybují v řádech µg/l – ng/l;  proto 
je pro další analýzu nutné jejich zakoncentrování a odstranění nežádoucích látek rušících 
následná analytická stanovení. Neupravené vzorky jsou nevhodné pro přímé použití, a to 
zejména u chromatografických metod. Při stanovení léčiv ve vodách je pro úpravu vzorku 
nejčastěji používána extrakce na tuhou fázi  (Solid Phase Extraction, dále jen SPE) [35].  
SPE je v současné době nejvýkonnější technika, která je dostupná pro rychlé a selektivní 
zpracování kapalných vzorků, především pro extrakci středně těkavých a netěkavých látek, 
kam lze zařadit i nesteroidní protizánětlivé látky. Princip sorbce je obdobný jako u kapalinové 
chromatografie [35].  
Při SPE se analyt sorbuje na tuhou fázi z fáze kapalné. Interakce analytu s tuhou fází 
musí být silnější než s fází kapalnou, ve které je analyt rozpuštěn. Nejdůležitějším krokem je 
volba správného sorbentu. Sorbent je uložen v trubičkách z polypropylenu nebo slisován 
spolu se skleněnými vlákny do disků. Pro SPE jsou nejčastěji používány univerzální sorbenty 
na bázi modifikovaného silikagelu – oktadecylové (C18) a oktylové (C8). Retenční 
mechanismus je řízen zejména hydrofóbními interakcemi mezi analytem a navázanými 
uhlíkatými řetězci. Pro extrakci látek obsahujících disociující skupiny (např. –COOH, -OH, 
NH2) je často nutná úprava pH vzorku, kterou dosáhneme toho, že molekula zůstane 
v nedisociované formě a tím bude lépe interagovat s nepolárním sorbentem. 
Sorbenty jsou v kolonkách uzavřeny fritami z polyethylenu. Samotné sorbenty jsou 
tvořeny částicemi o velikosti cca 50 µm a kladou odpor protékající kapalině. Proto se často 
průtok kapaliny přes kolonku urychluje vakuem, a to na výstupu z kolonky [35, 36, 37].  
 
Proces SPE využívaný při stanovení léčiv z vodných vzorků se skládá z následujících 
kroků: 
- Předúprava (kondicionace) kolonky – příprava kolonky na interakci složek vzorku 
s pevnou fází. Sorbent na bázi silikagelu s navázanými nepolárními řetězci má hydrofóbní 
vlastnosti a pro sorpci daného analytu z matrice musí být aktivován. K aktivaci jsou 
používána organická rozpouštědla, nejčastěji methanol. Přebytek použitého rozpouštědla je 
poté odstraněn propláchnutím kolonky rozpouštědlem podobným matrici, a to jako úprava 
prostředí pro vlastní vzorek (mili Q voda o pH 2). 
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- Dávkování vzorku – dochází ke specifickým reakcím analytu se sorbentem. Analyt se 
selektivně sorbuje a matrice (nesorbované látky) prochází volně kolonkou 
 
- Promývání vzorku – propláchnutí kolonky vhodným rozpouštědlem vede k vymytí 
zbytků matrice z kolonky;  analyt zůstává sorbován na pevné fázi 
 
- Sušení – pokud se eluční rozpouštědlo výrazně liší od promývacího roztoku, kolonku 
je třeba vysušit proudem vzduchu případně dusíku 
 
- Eluce - kolonka se promývá elučním rozpouštědlem, přitom dochází k selektivní 
desorpci analytu z pevné fáze a k jeho vymytí z kolonky. Eluát se jímá a dále upravuje pro 




Obrázek 16: Postup extrakce tuhou fází [40] 
2.4.1.3 Analytické koncovky stanovení reziduí léčiv 
Jako analytické koncovky se nejčastěji využívají vzhledem ke své vysoké selektivitě 
a citlivosti kapalinová chromatografie (LC), plynová chromatografie (GC) a kapilární zónová 
elektroforéza (CZE) [10]. 
Všechny tyto separační techniky se používají nejčastěji ve spojení s hmotnostním 
detektorem (HPLC-MS, HPLC-MS-MS, GC-MS, GC-MS-MS, CZE-MS). 
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2.4.1.3.1 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie – HPLC 
Vysokoúčinná kapalinová chromatografie patří mezi analytické separační techniky a slouží 
k separaci široké škály látek. Lze analyzovat ionty, látky polární i nepolární, málo těkavé, 
tepelně nestabilní i vysokomolekulární.  
Její princip je založen na distribuci analytů mezi dvě fáze, ke kterým mají analyty různou 
afinitu. Jednou z fází je stacionární fáze, která bývá nejčastěji zakotvena na pevném nosiči 
uvnitř chromatografické kolony a druhou fází je mobilní fáze, která je pod vysokým tlakem 
protlačována pomocí vysokotlaké pumpy. Na rozhraní obou fází dochází neustále k adsorpci a 
desorpci analytů, což je hlavním hnacím mechanismem separačního procesu. 
HPLC se vyvinula z plynové chromatografie na počátku 70. let 20. století. Vysokých 
účinností (řádově desítky tisíc teoretických pater na metr délky kolony) se dosahuje použitím 
stacionárních fází, které obsahují malé částice pravidelného tvaru a jednotné velikosti (1 – 10 
µm), které homogenně vyplňují kolonu. Proto je pro dostatečně rychlý průtok mobilní fáze 
zapotřebí protlačit ji kolonou pomocí čerpadla pod vysokým tlakem. K detekci jsou nutné 
citlivé detektory, které umožňují kontinuální monitorování látek na výstupu z  kolony. 
Nevýhodou HPLC v porovnání s plynovou chromatografií je náročnější instrumentace 
a složitější mechanismus separace [37]. 
Kapalinový chromatograf se skládá ze zásobníků mobilní fáze, směšovacího zařízení 
s degaserem, vysokotlakého čerpadla, dávkovacího zařízení, kolony a detektoru [41].  
 
 
Obrázek 17: Schéma kapalinového chromatografu [42] 
 
Mobilní fáze se ze zásobníků přivádí čerpadlem přes směšovací zařízení přímo na kolonu. 
Díky směšovacímu zařízení se může složení mobilní fáze během separace měnit (gradientová 
eluce) nebo zůstávat stejné (izokratická eluce). Před vstupem do kolony se do mobilní fáze 
dávkuje vzorek, který mobilní fáze unáší kolonou, kde se separují jednotlivé složky. K detekci 
jednotlivých analytů dochází v detektoru a získaný signál je pak zpracováván pomocí 
vyhodnocovacího zařízení [38, 43]. 
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2.4.1.3.1.1 Kapalinová chromatografie s hmotnostní detekcí 
Spojením vysokoúčinné kapalinové chromatografie a hmotnostní spektrometrie (LC-MS) 
vznikla metoda, která umožňuje získat informace jak o molekulových hmotnostech, tak 
i o struktuře látek s vyššími molekulovými hmotnostmi, větší polaritou nebo menší tepelnou 
stabilitou, než mají sloučeniny typické pro analýzu pomocí plynové chromatografie.  
Spojení LC-MS je poměrně náročné. Největšími technickými problémy je kompatibilita 
průtoků mobilní fáze z kapalinového chromatografu a skutečnost, že hmotnostní spektrometr 
pracuje za vysokého vakua, kdežto na výstupu z kapalinového chromatografu jsou 
analyzované látky neseny za atmosférického tlaku v proudu kapalné mobilní fáze. Do 
iontového zdroje hmotnostního spektrometru vstupuje řádově větší počet molekul než při 
zavádění plynné fáze při spojení GC-MS a rozdíl tlaků mezi kapalinovým chromatografem 
a hmotnostním spektrometrem je osm až deset řádů. Řešení těchto problémů poskytuje použití 
technika ionizace za atmosférického tlaku (API), využívající kontinuální přívod vzorku 
v kapalné fázi, kde nejrozšířenější jsou ionizace elektrosprejem (ESI) a chemická ionizace při 
atmosférickém tlaku (APCI). Výhodou těchto tzv. měkkých ionizačních technik je možnost 
určení molekulové hmotnosti i pro látky, které např. při elektronové ionizaci molekulární ion 
neposkytují. Ionizační techniky za atmosférického tlaku  umožňují použití průtoků mobilní 
fáze až do 2 ml/min, čímž je umožněna práce s mikrokolonami i s konvenčními kolonami 
v systémech s obrácenými i s normálními fázemi při běžných pracovních podmínkách 
používaných v HPLC [37, 44, 45, 46]. 
Při ionizaci elektrosprejem je eluát po výstupu z chromatografické kolony kontinuálně 
přiváděn do iontového zdroje kapilárou, na kterou je vloženo vysoké napětí 3-5 kV vytvářející 
silné elektrické pole. Malé kapičky vznikající na výstupu z kapiláry nesou vlivem gradientu 
elektrického pole kladný nebo záporný náboj podle polarity vloženého napětí na kapiláru. 
Dalším odpařováním rozpouštědla dochází ke zmenšení velikosti kapiček a tím i ke zvýšení 
hustoty povrchového náboje, až dojde k rozpadu na menší kapičky a nakonec se uvolní 
protonovaný molekulární iont [47]. 
 
 
Obrázek 18: Ionizace elektrosprejem [48]  
 
Podobného uspořádání iontového zdroje jako při ionizaci elektrosprejem využívá 
i chemická ionizace při atmosférickém tlaku (APCI). Rozdílné je to, že na kapiláře není 
vloženo napětí, ale u jejího konce je umístěna výbojová jehla. Na konci kapiláry dochází 
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k rozprášení eluátu pomocí pneumatického zmlžovače. Vzniklý aerosol je rychle odpařen 
v krátké zóně vyhřívané na teplotu až 600 °C. Vložením napětí na výbojovou jehlu dojde ke 
vzniku koronárního výboje, který ionizuje molekuly mobilní fáze přítomné v plynné fázi ve 
velkém nadbytku vůči analytu. Ionty vzniklé z mobilní fáze následně ionizují molekuly 
analytu, které postupují do analyzátoru [47]. 
 
Obrázek 19: Chemická ionizace za atmosférického tlaku [48] 
 
Ve spojení s kapalinovou chromatografií se nejčastěji používají kvadrupólové analyzátory 
nebo analyzátory s iontovou pastí. Výhodou analyzátoru s iontovou pastí je možnost MSn 
analýzy. Další výhodou těchto dvou hmotnostních analyzátorů je nižší potřebné vakuum 
v porovnání s magnetickým analyzátorem. Ve spojení LC/MS se příliš nepoužívá průletový 
analyzátor (TOF), a to zejména z důvodu offline spojení těchto dvou technik [44]. 
Kvadrupól je dynamický analyzátor, kde je separace iontů dosaženo jejich průchodem 
mezi čtyřmi kovovými tyčemi uspořádanými do čtverce, které jsou připojeny ke zdrojům 
stejnosměrného a radiofrekvenčního napětí. Tato napětí vytvářejí elektromagnetické pole. Pro 
danou amplitudu napětí procházejí na detektor pouze ionty zvoleného poměru m/z. Ostatní se 
pohybují po nestabilních drahách a narážejí na tyče, kde jsou vybity [47]. 
Trojrozměrnou obdobou kvadrupólového analyzátoru je iontová past, jejíž výhodou je  
možnost uzavřít ionty v ohraničeném prostoru účinkem elektrického pole. Skládá se ze 
vstupní a z výstupní elektrody kruhového průřezu a z prstencové středové elektrody. Krajní 
elektrody jsou uzemněny a na středovou elektrodu je vkládáno vysokofrekvenční napětí 
s proměnnou amplitudou. Ionty jsou nuceny pohybovat se uvnitř iontové pasti po uzavřených 
kruhových drahách. S rostoucí amplitudou napětí se ionty s rostoucím m/z dostávají na 
nestabilní trajektorie a opouštějí prostor iontové pasti směrem k detektoru. K vlastní detekci 
iontů může být použit např. elektronový násobič, který využívá sekundární emise elektronů 
[37]. 
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2.4.1.3.1.2 Stanovení nesteroidních protizánětlivých látek pomocí HPLC 
Pro separaci nesteroidních protizánětlivých látek se nejčastěji používá vysokoúčinná 
kapalinová chromatografie na reverzní fázi (RP-HPLC) s použitím nepolární stacionární fáze 
se skupinami C-18. Převládá zejména gradientová eluce směsí MeOH/CH3COONH4. Místo 
amonium acetátu se dá použít i 0,01 M kyselina mravenčí. 
Nejčastějším spojením pro stanovení NSAIDs je LC-ESI-MS s trojitým kvadrupólem 
(QqQ), pracující jak v pozitivním tak i negativním ionizačním módu. Méně častěji je 
používáno spojení LC-ion trap-MS [32, 33, 49, 50, 59]. 
2.4.1.3.2 Plynová chromatografie – GC 
Principem plynové chromatografie je rovnovážná distribuce složek mezi dvě fáze, plynnou 
– mobilní a kapalnou nebo tuhou – stacionární. Plynová chromatografie nese označení podle 
skupenství mobilní fáze, což je plyn. Podle stacionární fáze, kterou GC využívá, ji lze rozdělit 
na: 
- Plynová adsorpční chromatografie (GSC) – separace analytů probíhá na základě 
adsorpce složky z plynné fáze na povrch pevného sorbentu (např. silikagel) 
- Plynová rozdělovací chromatografie (GLC) – separace analytů probíhá na základě 
distribuce složky mezi plynnou mobilní a kapalnou stacionární fázi [37, 51] 
 
Vzorek se dávkuje do proudu  nosného plynu a ten jej unáší kolonou. Jednotlivé složky 
vzorku jsou separovány na základě rozdílných interakcí se stacionární fází a jsou postupně 
eluovány inertním nosným plynem z kolony. Nosný plyn slouží pouze k transportu složek 
kolonou, sám neinteraguje se separovanými složkami a stacionární fází. Složky vycházející 
z kolony jsou indikovány detektorem. Získaný signál se vyhodnocuje a  z časového průběhu 
intenzity signálu se určí druh a kvantitativní zastoupení vzorku.  
Nezbytnou podmínkou pro transport vzorku je po nastříknutí jeho okamžitá přeměna na 
plyn. Vzhledem k této podmínce lze separovat a stanovit pouze látky které jsou těkavé, 
tepelně stálé a mají relativní molekulovou hmotnost menší než 1000 [37, 52]. 
Zařízení pro plynovou chromatografii se skládá ze zdroje nosného plynu, čistícího zařízení, 
regulátoru průtoku, injektoru, kolony, termostatu, detektoru a vyhodnocovacího zařízení [41]. 
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Obrázek 20: Schéma plynového chromatografu 
 
Jako zdroj nosného plynu slouží tlakové láhve, regulace jeho průtoku je zajištěna 
mechanickými nebo elektronickými regulátory. Volba nosného plynu není na rozdíl od 
kapalinové chromatografie tak důležitá. Jako nosný plyn lze použit vodík, helium, dusík nebo 
argon, a to podle zvoleného způsobu detekce [52]. 
Čistící zařízení zachycuje vlhkost a nečistoty v nosném plynu. Zbavuje nosný plyn 
nežádoucích stop ostatních plynů, zejména reaktivního kyslíku, který nevratně poškozuje 
stacionární fázi v koloně [41].  
Injektor slouží k mžikovému odpaření kapalného vzorku a jeho následnému vnesení na 
kolonu. Vzorek je nastřikován do injektoru přes pryžové septum, a to buď ručně injekční 
stříkačkou nebo automatickými dávkovači. Obvyklé množství nastřikovaného vzorku je 1 µl. 
Nástřik na kolonu lze provést dvěma způsoby, a to dávkováním s děličem (Split injektor) 
nebo dávkováním bez děliče toku (Splitless injektor) [52]. 
Nejdůležitější součástí plynového chromatografu je kolona, ve které dochází k separaci 
analyzovaných látek. Používají se dva základní typy kolon, náplňové a kapilární. Náplňové 
kolony jsou trubice z nerezové oceli nebo skla o průměru 3 – 8 mm o délce 1 – 5 m, naplněné 
sorbenty nebo nosičem pokrytým kapalnou stacionární fází. Díky vyšší účinnosti se  častěji 
používají kapilární kolony. Kapilární kolony jsou otevřené kapiláry využívající jako nosiče 
stacionární fáze své vnitřní stěny. Obvykle se vyrábí z taveného křemene a jejich vnitřní 
průměr je 0,1 – 0,6 mm, tloušťka filmu stacionární fáze  bývá 0,25 – 5 µm a délka kolony je 
15 – 60 m [41, 51]. 
Termostat umožňuje udržet konstantní teplotu kolony, injektoru a detektoru, aby byl 
vzorek udržen v plynném stavu. 
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Detektory jsou zařízení reagující na změny složení protékající mobilní fáze, které převádí 
na elektricky měřitelné veličiny [52]. Pro GC lze použít velké množství detektorů lišících se 
nejen principem detekce, funkcí a konstrukcí, ale především selektivitou, citlivostí, mezí 
detekce a lineárním dynamickým rozsahem pro různé látky. Nejrozšířenějším detektorem 
v plynové chromatografii je plamenově ionizační detektor (FID), který měří změny 
ionizačního proudu vodíko-vzduchového plamene způsobené přítomností eluovaného analytu. 
Dalším často používaným je tepelně vodivostní detektor (TCD), který měří změny tepelné 
vodivosti nosného plynu způsobené přítomností eluované látky. A neméně významným je 
detektor elektronového záchytu (ECD) využívající schopnost eluovaných látek vytvořit 
negativní ion zachycením nízkoenergetického elektronu. Nejvýznamnějším a v posledních 
letech nejpoužívanějším typem detektoru je hmotnostní spektrometr [37]. 
2.4.1.3.2.1 Plynová chromatografie s hmotnostní detekcí 
Plynová chromatografie ve spojení s hmotnostní spektrometrií je v současnosti běžnou 
analytickou metodou. Kombinací vysoké separační schopnosti kapilární plynové 
chromatografie s detekcí vysoce specifickou pro daný analyt a zároveň je umožněno získání 
informací o struktuře neznámých látek. Spojení těchto dvou technik výrazně zvyšuje 
selektivitu a umožňuje provádět identifikaci vzorku ve složité matrici [37].  
Po separaci analytů pomocí GC je zapotřebí převést je do prostoru hmotnostního 
spektrometru. K tomu slouží několik druhů propojení, tzv. interface, které se liší konstrukcí 
podle typu kolony. Cílem interface je kvantitativní převedení analytu, zároveň však musí být 
schopno převést analyt z prostoru atmosférického tlaku do prostoru vakua kolem 10-6 až 10-5 
torr. Dalším cílem interface je odstranění většiny nosného plynu.  
Pro odstranění většího množství nosného plynu zejména u náplňových kolon se jako 
mezičleny používají molekulové separátory, typu tryskového, efúzního nebo difúzního. 
Nejčastějším interface je přímé spojení GC s iontovým zdrojem MS. Jedná se o propojení 
krátkou kapilárou a je vhodné pro kapilární kolony s malým průměrem, modifikací je pak 
zapojení s otevřeným děličem toku (open split interface) [37, 52, 54]. 
Při spojení GC-MS je na rozdíl od techniky LC-MS využíváno tvrdých ionizačních technik 
vhodných pro ionizaci z plynné fáze. Nejpoužívanější ionizační technikou je elektronová 
ionizace (EI) následovaná chemickou ionizací (CI) [51]. 
2.4.1.3.2.2 Stanovení NSAIDs pomocí GC 
GC je typická pro identifikaci těkavých látek. Za určitých podmínek se dá použít i při 
analýze méně těkavých analytů, které se musí převést na těkavější deriváty. Tomuto procesu 
se říká deprivatizace; tato úprava je nezbytně nutná i při stanovení NSAID pomocí plynové 
chromatografie, jelikož typickou vlastností všech nesteroidních protizánětlivých látek je velmi 
nízká těkavost, jejichž příčinou jsou silné mezimolekulové interakce mezi polárními 
skupinami. Účelem derivatizace je proto snížit polaritu molekul, čímž dojde k omezení 
možnosti tvorby vodíkových můstků, a v důsledku toho se zvýší jejich těkavost. Derivatizační 
metody používané u léčiv jsou především alkylace a silylace. Pro derivatizaci NSAID je 
nejčastěji používaná silylační metoda, při které lze jako derivatizační činidla použít například 
N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamid (MSTFA), N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoro- 
acetamid (BSTFA)  nebo  N-methyl-N-tercbutyldimethylsilyltrifluoroacetamid (MTBSTFA) 
[38, 43, 55, 56]. 
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2.4.1.3.3 Elektromigrační metody 
Kapilární elektromigrační separační metody jsou moderní separační techniky založené 
na elektroforetické migraci iontů ve stejnosměrném elektrickém poli [37].   
Principem separace složek vzorku je rozdílná rychlost jejich migrace, protože nabité 
částice různých složek se v určitém prostředí liší svou elektroforetickou pohyblivostí [41]. 
Vlastní separace se provádí v kapilárách o vnitřním průměru několika desítek mikrometrů, 
zhotovených z taveného křemene. Elektromigrační metody vynikají především malou 
spotřebou vzorku a činidel potřebných pro separaci, dále velkou účinností separace, velkou 
rychlostí analýzy a krátkou dobou potřebnou na optimalizaci separačních podmínek. 
K hlavním nevýhodám těchto separačních technik patří menší reprodukovatelnost a poněkud 
nižší citlivost [37]. 
Tyto elektromigrační separační metody se dají podle média přítomného v separační 
kapiláře během separace a vlastního mechanismu separace rozdělit na šest základních technik 
[37]: 
- Kapilární zónová elektroforéza (Capillary Zone Electrophoresis – CZE) 
- Kapilární gelová elektroforéza (Capillary Gel Electrophoresis – CGE) 
- Micelární elektrokinetická kapilární chromatografie (Micellar Electrokinetic Capillary   
Chromatography – MECC, MEKC) 
- Elektrochromatografie v naplněných kapilárách (Capillary Electrochromatography - 
CEC, EC) 
- Kapilární izoelektrická fokusace (Capillary Isoelectric Focusing – CIEF, IEF) 
- Kapilární izotachoforéza (Capillary Isotachophoresis – CITP, ITP) 
2.4.1.3.3.1 Kapilární zónová elektroforéza 
Kapilární zónová elektroforéza je vhodná pro separaci a stanovení iontů lišících se svou 
molekulovou hmotností, tvarem a nábojem. Dělí molekuly s nábojem na základě jejich 
rozdílných elektroforetických pohyblivostí. 
 
 
Obrázek 21: Schéma kapilární zónové elektroforézy [57] 
 
Migrace a separace látek probíhá v kapiláře naplněné základním elektrolytem. Konce 
kapiláry jsou ponořeny do zásobníků s elektrolytem společně s elektrodami, které přivádějí na 
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kapiláru vysoké napětí (10 – 30 kV). Toto napětí zajišťuje pohyb iontů. Na jeden konec 
kapiláry je dávkován malý objem vzorku, který se pohybuje řádově v jednotkách mikrolitrů. 
Kapilára je většinou vyrobena z taveného křemene a má ochranný polyimidový povlak, který 
je v místě detekce odstraněn. Délka kapiláry se běžně pohybuje v rozmezí 25 – 100 cm, její  
vnitřní průměr je 50 – 75 µm. Ve vzniklém elektrickém poli se analyzované ionty pohybují 
různou rychlostí, což způsobuje jejich separaci. Na druhém konci kapiláry je detektor 
zaznamenávající průchod jednotlivých rozdělených látek. Detektory musí být velmi citlivé, 
protože průměr kapiláry je malý. Nejpoužívanější detektory jsou založeny na sledování 
absorpce ultrafialového záření a většinou využívají diodového pole. Další typy detektorů 
využívají fluorescenci, velmi citlivý je detektor s laserem indukovanou fluorescencí [37, 38, 
41]. 
2.4.1.3.3.2 Kapilární izotachoforéza 
Kapilární izotachoforéza (ITP) je jednou z nejstarších kapilárních elektromigračních 
technik. Je to metoda vhodná k separaci iontů a není použitelná pro neutrální molekuly. 
Stejně jako kapilární zónová elektroforéza separuje analyty s nábojem na základě jejich 
rozdílných elektroforetických pohyblivostí.  
ITP se od ostatních elektromigračních metod liší tím, že používá dva separační elektrolyty, 
vedoucí a koncový. Analyzovaný vzorek se dávkuje mezi vedoucí elektrolyt, jehož kationy 
mají vyšší pohyblivost, a koncový elektrolyt, jehož kationy mají nižší pohyblivost, než 
kterýkoliv kationt vzorku. Separace pomocí ITP je řízena vloženým proudem. V ustáleném 
stavu vytvoří částice určité mobility zóny těsně vedle sebe, a to podle klesajících hodnot 
mobilit. Všechny tyto zóny putují kapilárou stejnou rychlostí ke katodě nebo k anodě podle 
náboje. Během jednoho experimentu lze dělit a detekovat pouze jeden druh iontů,  buď 
kladné nebo záporné [37, 41, 52]. 
2.4.1.3.3.3 Stanovení NSAIDs pomocí elektromigračních metod 
Nesteroidní protizánětlivé látky mohou být stanoveny pomocí všech známých CE režimů - 
CZE, MEKC, MEEKC, CEC i ITP.  
Kapilární zónová elektroforéza CZE je nejpoužívanější CE režim pro analýzu NSAID, a to 
díky snadné instrumentaci. Jako základní elektrolyt se dá použít boritan sodný, amonium 
acetát nebo fosforečnan sodný, v rozmezí pH 7 – 9. Léčiva se stanovují jako anionty, protože 
se hodnoty jejich pK pohybují mezi 3 – 7. 
Nejčastějším detektorem při stanovení léčiv ve spojení s kapilární elektroforézou je UV 
detektor. Meze stanovitelnosti s tímto detektorem byly nízké, v řádech mg/l [58].  
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 Přístroje, zařízení, software 
3.1.1 Příprava a extrakce vzorků 
- Analytické váhy HR-120, A&D Instruments, Japonsko 
- SPE extraktor Baker, model spe - 12G, s vakuovou pumpou Barmany, Co., USA 
- Přístroj EVATERM pro sušení dusíkem, LABICOM s.r.o., ČR 
- Kolonky Oasis® HLB Cartridge, Waters, USA 
- Filtry: 
- Cronus Syringe Filter PTFE, 4 mm, 0,45 µm, UK 
- LUT Syringe Filters PTFE, 13 mm, 0,45 µm, LABICOM s.r.o., ČR 
- Filtry ze skleněných mikrovláken GF/C, průměr 47 mm, Whatman, Anglie 
- Běžné analytické vybavení 
3.1.2 Kapalinová chromatografie s hmotnostní detekcí 
- Kapalinový chromatograf Agilent 1100 Series 
- Vakuová odplyňovací jednotka HP 1100, příkon 30 VA 
- DAD detektor – zdroj světla deuteriová (UV) a wolframová (VIS a blízké IČ) lampa,  
      1024 fotodiod, vlnový rozsah 190-950 nm, programovatelná šířka štěrbiny 1 – 16 nm 
- Kolony:  
- ZORBAX Eclipse XDB-C18, velikost 4,6 × 150 mm, velikost částic 5 µm 
- ZORBAX Eclipse XDB-C18, velikost 2,1 × 150 mm, velikost částic 3,5 µm 
- Hmotnostní spektrometr Agilent 6320 Series, Ion Trap LC/MS 
- Infuzní pumpa kdS 9100, kdScientific, USA 
3.1.3 Software pro zpracování a prezentaci dat 
- Microsoft® Word 2003 
- Microsoft® Excel 2003 
- HP ChemStation pro LC/MSD, Rev. B.01.03 (Agilent, USA) 
- Agilent 6300 Series Ion Trap LC/MS Systém Software, Version 6.2 (2008) 
- QuantAnalysis for 6300 Series Ion Trap LC/MS Version 2.0, Bruker Daltonik 
GmbH 
- DataAnalysis for 6300 Series Ion Trap LC/MS Version 4.0, Bruker Daltonik 
GmbH 
3.2 Používané chemikálie a standardy 
3.2.1 Chemikálie 
- Methanol, pro HPLC, Chromservis s.r.o., ČR 
- Kyselina chlorovodíková 36%, Penta, ČR  
- Octan amonný p.a., Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo 
- Kyselina mravenčí, Riedel – de Haën, Sigma – Aldrich, GmbH, Německo 
- Deionizovaná voda upravená přístrojem Mili-Q Academic firmy Millipore 
o specifické vodivosti 0,055 µS·cm-1 při teplotě 24 °C 
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3.2.2 Standardy 
- Ketoprofen, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo 
- Diclofenac, sodná sůl, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo 
- Ibuprofen, sodná sůl, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo 
- Kyselina salicylová, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo 
3.3 Hodnocené matrice 
Odpadní voda z ČOV v Brně-Modřicích 
Čistírna odpadních vod je velkokapacitní čistírna sloužící pro čištění odpadních vod z města 
Brna a širokého okolí. Maximální přípustné množství vypouštěných odpadních vod je 
4 222 l/s. Odběry vody byly prováděny na přítoku a odtoku. 
Povrchová voda z řeky Křetínky 
Křetínka je řeka protékající krajinou v okresech Svitavy a Blansko. Je dlouhá 29 km. Pramení 
u obce Stašov v nadmořské výšce 645 m. Na řece byla postavena přehrada Letovice. Ve 
vzdálenosti 3 km pod hrází přehrady se Křetínka vlévá v Letovicích do řeky Svitavy. Odběry 
vody byly prováděny v obcích Svojanov a Předměstí. 
3.4 Sladované analyty a jejich vlastnosti 
3.4.1 Ketoprofen 
- (C16H14O3) 
- (2RS)-2-(3-benzoylfenyl)propanová kyselina 
- Počítáno na vysušenou látku; obsahuje 99 % až 100,5 % sloučeniny C16H14O3 
- Mr: 254,28 
- Bílý nebo téměř bílý krystalický prášek 
- Prakticky nerozpustný ve vodě, snadno rozpustný v acetonu, v 96% ethanolu 
a v dichlormethanu 
3.4.2  Diklofenak, sodná sůl 
- (C14H10Cl2NNaO2) 
- Natrium-{2-[(2,6-dichlorfenyl)amino]fenyl} acetát 
- Počítáno na vysušenou látku; obsahuje 99 % až 101 % sloučeniny C14H10Cl2NNaO2 
- Mr: 318,13 
- Bílý nebo slabě nažloutlý krystalický prášek 
- Slabě hygroskopický 
- Teplota tání: 280 °C 
- Mírně rozpustný ve vodě. Snadno rozpustný v methanolu, dobře rozpustný v 96% 
ethanolu. V acetonu je těžce rozpustný 
3.4.3 Ibuprofen, sodná sůl 
- (C13H18O2) 
- (2RS)-2-(4-isobutylfenyl)propanová kyselina 
- Počítáno na vysušenou látku; obsahuje 98,5 % až 101,0 % sloučeniny C13H18O2 
- Mr: 206,28 
- Bílý krystalický prášek nebo bezbarvé krystaly 
- Teplota tání: 75 – 78 °C 
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- Prakticky nerozpustný ve vodě, snadno rozpustný v acetonu, methanolu a  
- dichlormethanu 
- Rozpustný ve zředěných roztocích alkalických hydroxidů a uhličitanů 
3.4.4 Kyselina salicylová 
- (C7H6O3) 
- 2-hydroxybenzoová kyselina 
- Počítáno na vysušenou látku; obsahuje 99,0 % až 100,5 % sloučeniny C7H6O3 
- Mr: 138,12 
- Bílý krystalický prášek, bílé nebo bezbarvé jehlicové krystaly 
- Teplota tání: 158 – 161 °C 
- Těžce rozpustná ve vodě, snadno rozpustná v 96 % ethanolu a v etheru, mírně 
rozpustná v dichlormethanu 
3.5 Pracovní postupy 
3.5.1 Odběry vzorků 
Vzorky odpadních vod byly odebírány po dobu dvou týdnů, vždy v úterý až čtvrtek, a to ve 
dnech 20. – 22. 4. 2010 a 27. – 28. 4. 2010. Jednalo se o slévaný směsný 24 hodinový vzorek, 
kdy jednotlivé dílčí části byly odebírány ve dvouhodinových intervalech, a to jak pro přítok, 
tak také pro odtok. Odběry byly prováděny do tmavých litrových skleněných vzorkovnic. 
Vzorky byly ihned zpracovány (3×250 ml). 
Vzorky povrchových vod byly odebírány z řeky Křetínky v obcích Svojanov a Předměstí 
ve dnech 5.4.2010, 11.4.2010 a 18.4.2010. Vzorkování bylo prováděno do tmavých 
dvoulitrových skleněných lahví přibližně v 18:30. Vzorky byly uchovávány v lednici do 
druhého dne při teplotě 4 °C. Druhý den byly vzorky ihned zpracovány. 
3.5.2 Příprava vzorků a izolace analytů 
Ihned po odběru a dopravě vzorků do laboratoře byly vzorky zfiltrovány, a to z důvodu 
odstranění suspendovaných nečistot přes filtr ze skleněných mikrovláken za pomoci vodní 
vývěvy (obr. 22). 
Analyty byly izolovány pomocí SPE na kolonkách Oasis HLB Cartridge. Extrakce analytů 
byla u povrchové vody prováděna z 500 ml vzorku; extrakt byl nakonec zakoncentrován do 
200 µl methanolu. U odpadní vody se extrahovalo 250 ml vzorku se zakoncentrováním do 
400 µl MeOH (obr. 23 a 24). 
 
- aktivace 5 ml methanolu, následně 3 ml mili Q vody (pH 2) 
- nanesení vzorku (pH 2) 
- promytí 3 ml mili Q vody 
- sušení proudem vzduchu 
- eluce 5 ml methanolu 
- sušení N2 
- zakoncentrování methanolem 
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Obrázek 22: Filtrace surových vzorků 
       
  
Obrázek 223: SPE extrakce – eluce methanolem 
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Obrázek 24: Sušení dusíkem 
3.5.3 Identifikace a kvantifikace analytů 
Analýza reálných vzorků byla provedena metodou vysokoúčinné kapalinové 
chromatografie (HPLC) (obr. 25). Jako detektor byl použit hmotnostní spektrometr (MS) 
s ionizací elektrosprejem (ESI) a s iontovou pastí jako analyzátorem. Pro optimalizaci 
chromatografických podmínek byl jako detektor použit UV-VIS detektor typu DAD. 
Kvantifikace analytů byla provedena metodou externí kalibrace, tj. pomocí vícebodové 
kalibrační křivky pro každý analyt. Pro kvantifikaci byly sledovány tyto molekulové ionty: 
pro kyselinu salicylovou (m/z 137,1), diklofenak (m/z 294,1). Na základě sledování 
charakteristických fragmentů byla provedena kvantifikace pro ketoprofen (m/z 209) 
a ibuprofen (m/z 161,7).  
Identifikace analytů v reálných vzorcích byla provedena porovnáváním hmotnostních 
spekter analytů ve vzorcích s hmotnostními spektry standardů z kalibrační křivky.  
 
Používanou kolonou byla kolona typu ZORBAX Eclipse XDB-C18 o velikosti 
2,1 × 150 mm a s velikostí částic 3,5 µm, se kterou se dá pracovat v širokém rozmezí pH, od 2 
do 9 (obr. 25). 
 
 
Obrázek 25: Kolona Zorbax Eclipse XDB-C18 s in-line filtrem 
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Obrázek 26: Kapalinový chromatograf Agilent 1100 Series s hmotnostním   
                     spektrometrem Agilent 6320 Series, Ion Trap LC/MS 
 
3.5.3.1 LC-MS podmínky analýzy pro kolonu s velikostí částic 5 µm 
3.5.3.1.1 Chromatografické podmínky 
 Mobilní fáze:   methanol, 10 mM amonium acetát 
 Průtok mobilní fáze: 1 ml/min 
 Gradient mobilní fáze: viz. tabulka 1 
 Nástřik:   5 µl 
 Teplota kolony:  40 °C 
 Detekční vlnová délka: 230 nm 
 Celková doba analýzy: 28 min (15,5 min. vlastní analýza; 12,5 min. promývání) 
 
 
Tabulka 1: Průběh gradientu mobilní fáze 
 
Čas (min) MeOH (%) 10 mM CH3COONH4 (%) 
0 30 70 






0 5 10 15 20 25
čas (min)
%
MeOH 10 mM NH4Ac
 
Obrázek 27: Grafický průběh gradientu MF (MeOH: 10 mM NH4Ac) 
3.5.3.1.2 MS podmínky 
 Tlak zmlžovače:  45 psi 
 Průtok sušícího plynu: 12 l/min 
 Teplota sušícího plynu: 350 °C 
 Napětí na kapiláře:  3500 V 
 Rozsah skenovaných hmot: 50 – 350 m/z 
 Ionizační mód:  negativní 
3.5.3.2 LC-MS podmínky analýzy pro kolonu s velikostí částic 3,5 µm 
3.5.3.2.1 Chromatografické podmínky 
 Mobilní fáze:   methanol, 10 mM amonium acetát 
 Průtok mobilní fáze: 0,15 ml/min 
 Gradient mobilní fáze: viz. tabulka 2 
 Nástřik:   3 µl 
 Teplota kolony:  25 °C 
 Detekční vlnová délka: 230 nm 
 Celková doba analýzy: 50 min (30 min. vlastní analýza; 20 min. promývání) 
 
Tabulka 2: Průběh gradientu MF 
 
Čas (min) MeOH (%) 10 mM CH3COONH4 (%) 
0 35 65 
7 50 50 
15 50 50 
20 70 30 
25 80 20 









0 5 10 15 20 25 30
čas (min)
%
MeOH 10 mM NH4Ac
 
Obrázek 28: Grafický průběh gradientu MF(MeOH: 10 mM NH4Ac) 
3.5.3.2.2 MS podmínky 
 Tlak zmlžovače:  20 psi 
 Průtok sušícího plynu: 10 l/min 
 Teplota sušícího plynu: 350 °C 
 Napětí na kapiláře:  3500 V 
 Rozsah skenovaných hmot: 50 – 350 m/z 
 Ionizační mód:  negativní 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
4.1 Optimalizace chromatografických podmínek 
Optimální podmínky pro stanovení vybraných nesteroidních protizánětlivých látek 
metodou vysokoúčinné kapalinové chromatografie byly stanoveny s použitím modelových 
vzorků. Jako detektor byl v tomto případě použit UV-VIS detektor typu DAD.  
Optimalizace chromatografických podmínek byla provedena pro 2 kolony stejného druhu 
lišící se velikostí částic stacionární fáze.  
- Zorbax Eclipse  XDB-C18, 2,1 × 150 mm, částice 5 µm (dále jen kolona 5 µm) 
- Zorbax Eclipse  XDB-C18, 2,1 × 150 mm, částice 3,5 µm (dále jen kolona 3,5 µm) 
4.1.1 Optimalizace chromatografických podmínek na koloně 5 µm 
Modelový vzorek byl připraven jako směsný standard kyseliny salicylové, ketoprofenu, 
diklofenaku sodné soli a ibuprofenu sodné soli v miliQ vodě. Koncentrace směsného 
standardu byla 5 µg/ml. 
4.1.1.1 Mobilní fáze a  její gradient 
Za mobilní fázi byla zvolena 10 mM CH3COONH4 s methanolem. Výběr byl proveden na 
základě zpracované rešerše (viz. Kapitola 2.4.1.3.1.2). 
Podstatným faktorem pro vlastní analýzu je i průběh gradientu mobilní fáze. Byly 
vyzkoušeny dva gradienty mobilní fáze lišící se složením na konci analýzy. Za optimální byl 
zvolen gradient, při kterém se měnilo složení mobilní fáze po dobu 25 min. Na začátku 
analýzy bylo složení MF 30 % MeOH a 70 % 10 mM CH3COONH4 a na konci analýzy 
95 % MeOH a 5 % 10 mM CH3COONH4. Z porovnání chromatogramů na obr. 29 a 30 




Obrázek 29: Chromatogram směsného standardu při gradientu měnícím se ve 




Obrázek 30: Chromatogram směsného standardu při gradientu měnícím se ve  
25. minutě na složení 95 % methanolu a 5 % amonium acetátu 
4.1.1.2 Průtok mobilní fáze 
Dalším sledovaným parametrem důležitým pro stanovení optimálních podmínek byl 
průtok. Byly vyzkoušeny dva průtoky, a to 0,5 ml/min a 1 ml/min. Z obr. 31 je patrný výrazný 
posun retenčních času všech analytů v případě změny průtoku.  
Při průtoku mobilní fáze 0,5 ml/min byly retenční časy pro kyselinu salicylovou 5,7 min., 
ketoprofen 16,1 min., diklofenak 20,5 min. a ibuprofen 21,5 min. Píky byly mírně rozmyté. 
Při průtoku 1 ml/min došlo ke změně retenčních časů, a to pro kyselinu salicylovou 2,9 min., 
ketoprofen 11,3 min., diklofenak 15,7 min. a ibuprofen 16,4 min. Při tomto průtoku byly píky 
již dostatečně ostré a souměrné, a proto byl průtok 1 ml/min stanoven jako optimální. 
 
 
Obrázek 31: Chromatogram směsného standardu při různých průtocích 
4.1.1.3 Teplota kolony 
Posledním významným faktorem ovlivňujícím analýzu je teplota kolony. Byly vyzkoušeny 
čtyři teploty v rozmezí 25 – 40 °C, a to vzhledem k vlastnostem kolony. Se změnou teploty 
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kolony docházelo k mírným posunům retenčních časů jednotlivých analytů (obr. 32). Jako 
optimální byla zvolena teplota 40 °C, neboť analyty mají dostatečnou odezvu a celková délka 
analýzy se zkrátila na 15,5 min. 
 
 
Obrázek 232: Chromatogram směsného standardu při různých teplotách kolony 
 
4.1.1.4 Parametry analýzy na koloně 5 µm při optimálních podmínkách 
Pokud byly použity optimalizované podmínky analýzy a kolona Zorbax Eclipse XDB-
C18 s velikostí částic 5 µm, byly získány ostré a dobře separované píky všech čtyř 
analyzovaných látek (Obr. 33). Dosažené retenční časy jednotlivých analytů jsou uvedeny 
v tabulce 3. 
Celková doba analýzy dosáhla 28 minut. Doba vlastní analýzy činila 15,5 minuty 
a následné promývání 12,5 minuty, které je při gradientové eluci nezbytné z důvodu ustálení 
tlaku a signálu. 
 
Tabulka 3: Retenční časy stanovovaných analytů při optimálních podmínkách 
 
Analyt Retenční čas (min) 








Obrázek 33: Chromatogram kyseliny salicylové, ketoprofenu, diklofenaku a ibuprofenu  
                     při optimálních podmínkách na koloně Zorbax Eclipse XDB-C18 s  
                    velikostí částic 5 µm 
4.1.2 Optimalizace chromatografických podmínek na koloně 3,5 µm 
Modelový vzorek byl připraven jako směsný standard kyseliny salicylové, ketoprofenu, 
diklofenaku sodné soli a ibuprofenu sodné soli v miliQ vodě, jehož koncentrace byla 4 µg/ml. 
4.1.2.1 Gradient mobilní fáze 
I v tomto případě byl jako mobilní fáze použit 10 mM CH3COONH4 s methanolem, 
především z důvodu nutnosti přítomnosti těkavého elektrolytu pro následnou detekci pomocí 
hmotnostního spektrometru. 
Se změnou velikosti částic se musel také upravit gradient mobilní fáze. Byly vyzkoušeny 
různé varianty lišící se složením v celém průběhu analýzy (obr. 34). Jako optimální byl zvolen 
gradient uvedený v kapitole 3.5.3.2.1 (obr. 28, tabulka 2). V případě jeho použití došlo ke 
zkrácení celkové doby analýzy o více než 10 minut a byla u něj také získána nejvyšší odezva, 





Obrázek 34: Chromatogram směsného standardu při různých gradientech mobilní fáze 
4.1.2.2 Průtok mobilní fáze 
U kapalinového chromatografu Agilent 1100 Series je maximální pracovní tlak 400 bar, 
z čehož vyplývá, že pro kolonu 3,5 µm je nutné používat nízké průtoky. I nepatrná změna 
průtoku mobilní fáze má značný vliv na posun retenčních časů. Doba analýzy pro průtok 
0,15 ml/min byla v tomto případě 30 minut (obr. 35).  
 
 
Obrázek 35: Chromatogram směsného standardu pro dva různé průtoky mobilní fáze 
4.1.2.3 Parametry analýzy na koloně 3,5 µm  při optimálních podmínkách 
 Při použití výše uvedených podmínek analýzy a kolony Zorbax Eclipse XDB-C18 
s velikostí částic 3,5 µm byly i v tomto případě získány ostré a dobře separované píky všech 
čtyř analyzovaných látek (Obr. 36). Dosažené retenční časy jednotlivých analytů jsou 
uvedeny v tabulce č. 4. 
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Celková doba analýzy dosáhla 50 minut. Doba vlastní analýzy činila 30 minut 
a promytí kolony 20 minut. 
 
Tabulka 4: Retenční časy stanovovaných analytů při optimálních podmínkách 
 
Analyt Retenční čas (min) 






Obrázek 36: Chromatogram kyseliny salicylové, ketoprofenu, diklofenaku a ibuprofenu  
      při optimálních podmínkách na koloně Zorbax Eclipse XDB-C18  s velikostí částic 
     3,5 µm 
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4.2 Hmotnostní detekce 
Hmotnostní spektrometr Agilent 6320 Series, Ion Trap LC/MS, se sférickou iontovou pastí 
jako analyzátorem a elektrosprejem jako iontovým zdrojem, byl použit ve spojení 
s kapalinovou chromatografií pro analýzu sledovaných analytů. Výhodou použití iontové pasti 
jako analyzátoru je možnost MSn. 
Metodou přímé infuze byly naměřeny hmotnostní spektra jednotlivých analytů s detekcí 
hmotnostním spektrometrem (MS). 
4.2.1 Hmotnostní spektra sledovaných analytů 
4.2.1.1 Kyselina salicylová 
Na obrázku znázorňujícím hmotnostní spektrum kyseliny salicylové je vidět kromě jejího 
molekulového iontu (m/z 137,1) i fragment (m/z 92,9), aniž by bylo použito MS/MS. 
Fragmentace zobrazená již v jednoduchém módu MS je důsledkem nestability tohoto analytu 
(obrázek 37).   
 
 
Obrázek 37: Hmotnostní spektrum kyseliny salicylové 
4.2.1.2 Ketoprofen 
Molekulový iont ketoprofenu (m/z 252,8) má v samotném MS už dva fragmenty (m/z 209 
a m/z 196,8). Protože má fragment (m/z 209) nejvyšší intenzitu, byl při všech analýzách 







Obrázek 38: Hmotnostní spektrum ketoprofenu 
 
4.2.1.3 Diklofenak 
Pomocí naměřeného MS spektra diklofenaku (obrázek 39) je prezentován jak molekulový 
iont (m/z 294,1), tak i  jeho fragment (m/z 249,8). Díky vyšší intenzitě molekulového iontu 
byla při spojení LC-MS sledována hmota m/z 294,1.   
 
 















Na obrázku 40 je znázorněn molekulový iont (m/z 205,5) a fragment (m/z 161,7) 
ibuprofenu. Přestože je intenzita molekulového iontu mnohonásobně vyšší než jeho 
fragmentu, muselo být z důvodu složitosti matrice přistoupeno k detekci fragmentu i přes jeho 
nízkou intenzitu; avšak díky specifičnosti této hmoty byl tento fragment detekován snáze. 
Výhodou byl i předpoklad jeho zvýšeného výskytu v reálných vzorcích, protože se jedná 
o léčivo velmi často používané.  
 
 
Obrázek 40: Hmotnostní spektrum ibuprofenu 
 
Použitím MS/MS docházelo u všech látek k výraznému poklesu intenzit, a to jak 
u izolovaných molekulových iontů, tak i fragmentů. Proto by nebylo možné tyto analyty 
detekovat v případě použití tandemového LC-MS/MS. Na základě toho bylo přistoupeno 
k detekci sledovaných analytů pouze pomocí LC-MS. 
Na obrázku 41 je chromatogram získaný extrahováním sledovaných hmot z celkového 






Obrázek 41: Chromatogram získaný vyextrahováním sledovaných hmot z TIC 
 
 
Obrázek 42: Celkový iontový chromatogram (TIC) 
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4.3 Optimalizace metody SPE pro extrakci stanovovaných analytů 
Metoda izolace analytů byla ověřována na modelových vzorcích spikované vodovodní 
vody. Směsný standard kyseliny salicylové (Sa), ketoprofenu (Ke), diklofenaku (Di) 
a ibuprofenu (Ib) byl dávkován vždy v koncentraci 5µg/ml do vodovodní vody. 
Pro optimalizaci extrakce analytů z vody byly jako základ vybrány poznatky získané při 
řešení mé bakalářské práce. Proto byla použita kolonka Oasis HLB Cartridge, která byla 
posouzena jako nejvhodnější pro extrakci ketoprofenu a diklofenaku. V kolonce Oasis HLB 
Cartridge je sorbentem kopolymer divinylbenzen/N-vinylpyrrolidin. 
Stanovením výtěžností této dílčí části preanalytického postupu byla ověřena vhodnost 
izolace analytů popsaná v kapitole 3.5.2. Výtěžnost byla ověřována při různých hodnotách pH 
vzorků, a to při pH 2, 4 a 7. Vzhledem ke kyselému charakteru analytů (mají nízké hodnoty 
pKa) by měly nižší hodnoty pH vzorků zabránit případné disociaci analytů a zlepšit jejich 
zachycování na sorbentu.  
 
 
Kalibrační křivky pro kyselinu salicylovou, ketoprofen, diklofenak a ibuprofen
y = 26,568x - 0,3814
R2 = 0,9993
y = 24,389x + 1,58
R2 = 0,9993
y = 14,787x + 4,6204
R2 = 0,9988

















Sa Ke Ib Di
 
Obrázek 43: Kalibrační křivky sledovaných analytů pro optimalizaci postupu SPE 
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Tabulka 5: Tabulka výtěžností při optimalizaci postupu pro tři různá pH 



















5 - - - - 4,3445 86,89 
5 - - - - 4,4435 88,87 
5 - - - - 4,2245 84,49 
5 - - - - 5,0770 101,54 
SAL 
průměr - - - - 4,5224 90,45 
5 3,6640 73,28 4,1315 82,63 4,1380 82,76 
5 3,8460 76,92 3,9935 79,87 4,3385 86,77 
5 3,7445 74,89 4,2830 85,66 4,5990 91,98 
5 3,4535 69,07 4,0720 81,44 4,1030 82,06 
KET 
průměr 3,6770 73,54 4,1200 82,40 4,2946 85,89 
5 3,5880 71,76 4,0710 81,42 4,5270 90,54 
5 3,6495 72,99 4,2895 85,79 4,7015 94,03 
5 3,5485 70,97 4,5105 90,21 4,5080 90,16 
5 3,7445 74,89 4,1880 83,76 4,2890 85,78 
DIC 
průměr 3,6326 72,65 4,2648 85,29 4,5064 90,13 
5 3,2675 65,35 4,5370 90,74 3,0745 61,49 
5 3,5025 70,05 4,2655 85,31 4,0475 80,95 
5 3,5820 71,64 4,1445 82,89 3,3470 66,94 
5 3,7415 74,83 4,3790 87,58 3,7295 74,59 
IBU 
průměr 3,5234 70,47 4,3315 86,63 3,5496 70,99 
 
Z tabulky 5 vyplývá, že nejlepších hodnot bylo dosaženo při pH 2, protože kyselina 
salicylová se při jiném pH na sorbentu kolonky vůbec nezachycuje. Proto součástí 
optimalizovaného postupu je úprava vzorků na pH 2. 
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4.3.1 Výtěžnosti sledovaných NSAIDs pro optimalizovaný postup s úpravou pH 2 
Výtěžnosti optimalizované metody pro jednotlivé analyty byly vyhodnoceny pomocí 
kalibrační závislosti plochy píků na koncentracích sledovaných analytů. Výtěžnosti byly 
provedeny na dvou koncentračních úrovních, tj. pro koncentraci 250 ng/ml a 1000 ng/ml.  
Kalibrační roztoky byly připraveny jako směsný standard kyseliny salicylové, ketoprofenu, 
diklofenaku a ibuprofenu v methanolu.  
 
Kalibrační křivka pro ketoprofen



















Obrázek 44: Kalibrační křivka ketoprofenu 
 
Kalibrační křivka pro ibuprofen



















Obrázek 45: Kalibrační křivka ibuprofenu 
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Kalibrační křivka kyseliny salicylové




















Obrázek 46: Kalibrační křivka kyseliny salicylové 
 
Kalibrační křivka diklofenaku





















Obrázek 47: Kalibrační křivka diklofenaku 
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Tabulka 6: Tabulka výtěžností sledovaných analytů pro pH 2 
























250 219,4 87,76 232,9 93,16 245,6 98,24 240,6 96,23 
250 218,8 87,52 226,4 90,54 232,0 92,78 168,7 67,46 
250 190,4 76,18 251,4 100,57 198,7 79,49 234,4 93,78 
250 230,8 92,31 224,6 89,83 202,9 81,15 187,5 74,98 
250 221,4 88,56 245,6 98,25 241,4 96,54 250,7 100,28 
průměr 216,2 86,46 236,2 94,47 224,1 89,64 216,4 86,55 
1000 921,4 92,14 996,7 99,67 803,1 80,31 1030 103,05 
1000 879,1 87,91 923,2 92,32 805,4 80,54 843,5 84,35 
1000 889,1 88,91 1073 107,30 1059 105,86 1017 101,73 
1000 854,7 85,47 973,0 97,40 874,4 87,44 914,0 91,40 
1000 900,0 90,00 980,8 98,08 694,6 69,46 875,8 87,58 
průměr 888,9 88,89 989,5 98,95 847,3 84,72 936,2 93,62 
 
Pro výpočet relativní směrodatné odchylky (RSD) bylo využito vzorce (1), kde σn je 
směrodatná odchylka a x  značí aritmetický průměr. 
x
n 1002(%) RSD ⋅⋅= σ                                                  (1) 
 
Mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ) (vzorce (2) a (3)) byly stanoveny z šumu 
základní linie. Mez detekce je koncentrace, jejíž odezva na detektoru bude mít poměr signálu 
k šumu větší než 3. mez stanovitelnosti je koncentrace, jejíž odezva na detektoru bude mít 














mlngLOQ                                             (3) 
 
 
Vypočítané směrodatné odchylky, RSD, meze detekce a meze stanovitelnosti pro všechny 
analyty jsou shrnuty v tabulce 7. 
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Tabulka 7: Základní statistické parametry a meze detekce a stanovitelnosti 
Sledovaný analyt Kyselina 
salicylová Ketoprofen Diklofenak Ibuprofen 
Směrodatná odchylka (ng/ml) 
pro vyt. 250 5,43 4,25 7,83 12,90 
RSD (%) 
pro vyt. 250 12,55 8,99 17,47 29,82 
Směrodatná odchylka (ng/ml) 
pro vyt. 1000 2,21 4,85 12,04 7,51 
RSD (%) 
pro vyt. 1000 4,97 9,80 28,41 16,04 
Mez detekce LOD (ng/ml) 42,40 25,96 4,54 30,64 
Mez stanovitelnosti LOQ (ng/ml) 141,34 86,53 15,12 102,12 
 
4.4 Reálné vzorky 
Koncentrace jednotlivých léčiv v odpadní i povrchové vodě byly vyhodnoceny na základě 
metody vícebodové kalibrační křivky. S každým měřením reálného vzorku byla z důvodů 
analytické přesnosti a správnosti měřena vždy nová kalibrace v rozsahu koncentrací 50 ng/ml 
– 1000 ng/ml. 
4.4.1 Odpadní voda z ČOV v Brně-Modřicích 
Vzorky odpadní vody byly odebírány po dobu 5 dnů z přítoku i odtoku na čistírně 
odpadních vod v Brně-Modřicích. Množství jednotlivých analytů pro přítok i odtok jsou 
uvedeny v následující tabulce a grafech. Koncentrace jsou prezentovány v ng/ml. 
 
Z tabulky 8 vyplývá, že kyselina salicylová nebyla ve vzorcích odpadních vod vůbec 
detekována. To může být způsobeno tím, že se jedná o jednoduchou sloučeninu, která snadno 
degraduje, případně může tvořit komplexy, například přes sodík, čímž vznikají látky s jiným 
poměrem m/z.  
Ketoprofen byl detekován ve dnech 27. a 28. 4. 2010, a to pouze na odtoku, což mohlo být 
způsobeno pravděpodobně jejich nasorbováním na tuhé nečistoty, ze kterých se mohlo toto 
léčivo později uvolnit. Nelze vyloučit ani případnou kontaminaci v laboratoři při zpracování 
vzorku, protože v laboratoři, kde jsou prováděny preanalytické postupy, bylo zpracováváno 
několik prací zaměřených na stanovení léčiv.   
Diklofenak byl také stanoven pouze na odtoku z ČOV, a to ve dnech 20., 22., 27., 
a 28. 4. 2010. Průměrná koncentrace na odtoku činila 1810 ng/ml. Diklofenak patří mezi 
nejhůře odbouratelná léčiva, a proto se lze v tomto případě domnívat, že na přítoku mohl být 
odstraněn v procesu mechanického čištění, kdy mohl být nasorbován na pevné odstraněné 
matrice. Na obrázku 50 je znázorněn celkový iontový chromatogram reálného vzorku odtoku 
z ČOV, společně s vyextrahovaným chromatogramem pro molekulový iont a fragment 
diklofenaku ze dne 27. 4. 2010. 
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Ibuprofen jako nejčastěji používané analgetikum byl stanoven na přítoku i na odtoku ve 
dnech 22., 27. a 28. 4. 2010. Průměrná koncentrace na přítoku činila 1018 ng/ml a na odtoku 
196 ng/ml. Na ČOV dochází k jeho odstranění s 80% účinností, což je z technologického 
hlediska velmi dobrý výsledek. Obrázek 49 znázorňuje celkový iontový chromatogram 
vzorku z přítoku na ČOV, společně s vyextrahovaným chromatogramem fragmentu 
ibuprofenu ze dne 27. 4. 2010. 
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Tabulka 8: Tabulka množství jednotlivých analytů v odpadní vodě 
Analyt Přítok/ Odtok 20. 4. 2010 21. 4. 2010 22. 4. 2010 27. 4. 2010 28. 4. 2010 
P1 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 
P2 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 
P3 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 
Průměr < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 
O1 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 
O2 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 
O3 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 
Kyselina 
salicylová 
Průměr < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 
P1 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 
P2 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 
P3 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 
Průměr < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 
O1 < LOD < LOD 48,8 34,6 37,7 
O2 < LOD < LOD < LOD 39,8 36,5 
O3 < LOD < LOD < LOD 33,1 29,3 
Ketoprofen 
Průměr < LOD < LOD < LOD 35,8 34,5 
P1 34,4 < LOD < LOD < LOD < LOD 
P2 5,7 < LOD < LOD < LOD < LOD 
P3 9,3 < LOD < LOD < LOD < LOD 
Průměr 16,5 < LOD < LOD < LOD < LOD 
O1 < LOD < LOD 1733 291,7 < LOD 
O2 1363 84,4 1875 2512 1971 
O3 1669 < LOD 2139 2440 2148 
Diklofenak 
Průměr 1516 < LOD 1916 1747 2059 
P1 < LOD < LOD 503,8 2229 1170 
P2 < LOD < LOD 272,5 1165 188,1 
P3 < LOD < LOD 1271 1931 432,2 
Průměr < LOD < LOD 682,5 1775 596,8 
O1 < LOD < LOD 222,7 212,4 69,3 
O2 < LOD < LOD 275,2 181,9 153,4 
O3 < LOD < LOD 155,2 124,6 369,1 
Ibuprofen 









20.4.2010 21.4.2010 22.4.2010 27.4.2010 28.4.2010
Dny













Obrrázek 49: Celkový chromatogram a vyextrahovaný chromatogram ibuprofenu pro  
přítok na ČOV ze dne 27. 4. 2010 
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Obrázek 50: Celkový chromatogram a vyextrahovaný chromatogram diklofenaku pro 
 odtok z ČOV ze dne 27. 4. 2010 
4.4.2 Povrchová voda z řeky Křetínky 
Výsledky analýz sledovaných NSAIDs v povrchových vodách odebraných z řeky Křetínky 
jsou uvedeny v následující tabulce. Řeka Křetínka byla zvolena pro odběry vzorků 
povrchových vod z důvodu předpokladu zvýšeného výskytu nesteroidních protizánětlivých 
látek, neboť se podél jejího toku nachází řada malých vesnic bez připojení na ČOV. 
 
Tabulka 9 znázorňuje množství sledovaných NSAIDs v povrchové vodě z řeky Křetínky 
situované na Českomoravské Vrchovině.  
Stejně jako u vod odpadních, ani zde nebyla detekována kyselina salicylová. Byla 
detekována pouze ve vzorku  z 11. 4. 2010 z odběrového místa Svojanov. Mohlo to být 
způsobeno tím, že kyselina salicylová tvoří základní skelet huminových kyselin a tak mohlo 
dojít k jejímu uvolnění. 
 Ketoprofen byl detekován ve vzorku vody odebrané pouze 5. 4. 2010, a to v následujících 
koncentracích; na Předměstí 42,2 ng/ml a na odběrovém místě Svojanov v koncentraci 
43,5 ng/ml. V tomto případě můžeme předpokládat, že se mohlo jednat o nárazové užití 
obyvateli v dané lokalitě, případně o neekologické odstranění použitých léčiv.  
Diklofenak byl identifikován ve vzorcích z obou odběrových míst, tj. z Předměstí i ze 
Svojanova. Z literatury je známo, že diklofenak je velmi oblíbené antirevmatikum. 
S přihlédnutím k věkovému průměru místních obyvatel, spolu s poznatky o jeho 
neodbouratelnosti, proto bylo možné očekávat jeho výskyt až v přírodních povrchových 
vodách. 
Ibuprofen byl stanoven na obou vzorkovacích místech v průměrné koncentraci 
142,9 ng/ml. Z důvodu časté aplikace tohoto léčiva představuje ze skupiny nesteroidních 
protizánětlivých látek největší riziko pro kontaminaci vodních ekosystémů. 
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Tabulka 9: Tabulka množství stanovovaných analytů ve vzorcích povrchové vody 
Analyt Předměstí/ Svojanov 5. 4. 2010 11. 4. 2010 18. 4. 2010 
P1 < LOD < LOD < LOD 
P2 < LOD < LOD < LOD 
P3 < LOD < LOD < LOD 
Průměr < LOD < LOD < LOD 
S1 < LOD 42,6 < LOD 
S2 < LOD 50,9 < LOD 
S3 < LOD < LOD < LOD 
Kyselina 
salicylová 
Průměr < LOD 46,8 < LOD 
P1 < LOD < LOD < LOD 
P2 41,9 < LOD < LOD 
P3 42,5 < LOD < LOD 
Průměr 42,2 < LOD < LOD 
S1 44,6 < LOD < LOD 
S2 42,6 < LOD 38,6 
S3 43,3 < LOD < LOD 
Ketoprofen 
Průměr 43,5 < LOD < LOD 
P1 267,3 < LOD < LOD 
P2 384,4 37,3 22,1 
P3 1035 100,2 < LOD 
Průměr 562,1 68,7 < LOD 
S1 161,4 124,5 433,1 
S2 141,7 26,5 700,7 
S3 88,0 31,4 < LOD 
Diklofenak 
Průměr 130,4 60,8 566,9 
P1 56,9 < LOD 184,4 
P2 109,5 53,1 173,9 
P3 77,4 < LOD 195,4 
Průměr 81,3 53,1 184,6 
S1 50,8 178,2 139,1 
S2 131,8 < LOD 195,0 
S3 52,8 398,6 180,8 
Ibuprofen 


























Předložená diplomová práce byla zaměřena na oblast využití kapalinové chromatografie ve 
spojení s hmotnostní spektrometrií ke stanovení vybraných léčiv v reálných vzorcích vod. 
Sledovanými analyty byly kyselina salicylová, ibuprofen, diklofenak a ketoprofen, 
tj. nesteroidní protizánětlivé látky, které v posledních letech představují skupinu 
nejpoužívanějších a nejrozšířenějších léčiv.  
Cílem diplomové práce bylo vypracovat a optimalizovat vhodné metody pro izolaci 
a následnou identifikaci a kvantifikaci výše uvedených látek. 
Pro optimalizaci chromatografických podmínek byl využit UV-VIS detektor typu DAD. 
Optimalizace byla provedena pro dvě kolony typu Zorbax Eclipse XDB-C18 lišící se velikostí 
částic, a to 3,5 a 5 µm.  
Při spojení LC-MS způsoboval velký průtok mobilní fáze, potřebný pro kolonu s velikostí 
částic 5 µm, špatnou ionizaci sledovaných analytů; v důsledku toho byla zkreslována 
i výsledná koncentrace. Proto byla pro tuto tandemovou techniku posouzena jako nejlepší 
kolona s velikostí částic 3,5 µm. 
Parametry nastavení hmotnostního spektrometru udané výrobcem se ukázaly být jako 
optimální pro hmotnostní detekci ve spojení s vysokoúčinnou kapalinovou chromatografií.  
Prostřednictvím optimalizace postupu izolace analytů z vodných matric, založené na 
úpravě vzorků na pH 2, byl ověřen fakt, že kyselý charakter analytů má značný vliv na jejich 
schopnost se sorbovat.  
Výtěžnosti pro jednotlivé analyty byly sledovány na dvou koncentračních úrovních 
v koncentracích očekávaných v reálných vzorcích, což bylo potvrzeno. 
Pro sledovaná léčiva byly stanoveny meze detekce a stanovitelnosti použité analytické 
metody. 
Reálnými vzorky byla voda povrchová a odpadní. Ve vodě se neprokázala původně 
předpokládaná přítomnost kyseliny salicylové, což lze vysvětlit tak, že se jedná 
o jednoduchou sloučeninu, která se může rozpadat, případně tvořit složité struktury vázané 
přes sodíkové a draslíkové ionty. Naopak vysoké koncentrace diklofenaku a ibuprofenu 
potvrdily výsledky z již dříve zpracovaných studií. Také na základě koncentrace zjištěné ve 
vodě povrchové i odpadní lze konstatovat, že ibuprofen je nejhojněji využívaná nesteroidní 
protizánětlivá účinná látka a diklofenak patří mezi účinné látky nejhůře odbouratelné.  
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7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
 
Zkratka Vysvětlení 
NSAIDs Nesteroidní protizánětlivé látky 
SPE Extrakce tuhou fází – Solid Phase Extraction 
LC-MS, HPLC-MS Kapalinová chromatografie s hmotnostní detekcí 
DAD Detektor diodového pole 
FLD Fluorometrický detektor 
MS Hmotnostní spektrometrie 
COX Cyklooxygenáza 
ASA Kyselina acetylsalicylová 
ČOV Čistírna odpadních vod 
GC Plynová chromatografie 
CZE Kapilární zónová elektroforéza 
API Ionizace za atmosférického tlaku 
ESI Ionizace elektrosprejem 
APCI Chemická ionizace za atmosférického tlaku 
TOF Průletový analyzátor 
RP-HPLC Vysokoúčinná kapalinová chromatografie na revezní fázi 
QqQ Trojitý kvadrupól 
GSC Plynová adsorpční chromatografie 
GLC Plynová rozdělovací chromatografie 




TCD Tepelně vodivostní detektor 
ECD Detektor elektronového záchytu 
EI Elektronová ionizace 
CI Chemická ionizace 
MSTFA N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamid 
BSTFA N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoro- acetamid 
MTBSTFA N-methyl-N-tercbutyldimethylsilyltrifluoroacetamid 
CGE Kapilární gelová elektroforéza 
MECC, MEKC Micelární elektrokinetická kapilární chromatografie 
CEC, EC Elektrochromatografie v naplněných kapilárách 
CIEF, IEF Kapilární izoelektrická fokusace 
CITP, ITP Kapilární izotachoforéza 




TCD Tepelně vodivostní detektor 
ECD Detektor elektronového záchytu 
EI Elektronová ionizace 
CI Chemická ionizace 
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8 SEZNAM POUŽITÝCH ODBORNÝCH POJMŮ 
 
Odborný výraz Vysvětlení [60] 




Thalamus Zadní část mezimozku 
Spinothalamický Týkající se míchy a thalamu 
Thalamokortikální Týkající se thalamu a kůry mozkové 
Rektální Konečníkový 
Parenterální Mimo trávící trubici; např. podávání léků 
v injekcích nebo nitrožilních infúzích 
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